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^invention concerne de nouvelles utilisations de la sterilite 
male pour limiter les risques lies a la production de plantes transgeniques 
pour I'homme et I'environnement. 

Les benefices de I'utilisation de plantes transgeniques sont 
tres prometteurs. La transgenese de genes de mammiferes dans une 
cellule vegetale offre en particulier une voie de production en grandes 
quantites de proteines recombinantes nouvelles, a un cout de production 
reduit et sans risque de contaminations virales ou subvirales (prions). 

Cependant, ces benefices ne doivent pas faire oublier les 
aspects de nature ecologique lies a la production de plantes 
transgeniques, auxquels le public est tres sensible. 

La Demanderesse a presentement mis au point une 
technologie mettant la sterilite male au service d'une "biotechnologie 
verte", respectueuse des aspects ecologiques et humains. 

Une amelioration possible reside dans le controle de la 
dissemination du transgene dans I'environnement. 

^isolation spatiale des parcelles cultivees permet deja de 
reduire le risque de "fuites" du transgene mais cette methode est 
contraignante et devient problematique avec la multiplication des 
produits. 

L'interet de methodes genetiques pour isoler le transgene et 
reduire le risque de "fuite" a ete suggere dans un article d'Ellstrand en 
1990. Parmi de nombreuses propositions de solutions face au probleme 
de "fuite" du transgene, Ellstrand note que des genotypes male sterile 
pourraient ere introduits, ou qu'un gene letal pour le pollen pourrait etre 
lie directement a un gene construit par genie genetique. Cependant. 
aucun developpement technique n'avait ete mis en oeuvre dans ce sens. 



Or, il etait impossible de prevoir le succes de la mise en oeuvre d'un tel 
deveioppement, en raison notamment du nornbre de parametres mis en 
jeu dans les techniques de genie genetique chez les plantes. 

La Demanderesse a mis au point une technologie 
permettant d'empecher la dissemination du transgene par voie pollinique 
et done sa "fuite" dans I'environnement, technologie selon laquelle une 
plante male sterile est utilisee pour eviter la dissemination d'un transgene 
d'interet integre dans le genome de ladite plante. 

L'interet du controle de la fertilite male est connu pour la 
production de plantes hybrides qui implique le croisement de deux lignees 
differentes. 

Une des methodes pour empecher I'auto-fecondation en 
controlant la pollinisation est la "castration" manuelie des organes males 
de la plante. 

Des recherches sont egalement menees pour un controle 
genetique du deveioppement du pollen. 

La sterilite male peut etre "acquise", e'est-a-dire qu'elle est 
independante d'une quelconque manipulation genetique par la voie de 
I'ADN recombinant. On peut distinguer la sterilite male cytoplasmique de 
la sterilite male nucleaire (Williams, 1995). La sterilite male cytoplasmique 
est liee a des changements dans ('organisation et 1'expression du genome 
mitochondrial, la sterilite male nucleaire resulte de mutations dans le 
genome du noyau de la cellule. 

La sterilite male peut aussi etre "artificielle", e'est-a-dire 
qu'elle est induite par 1'expression d'un gene conferant la sterilite male 
(gene AMS) qui est insere soit dans le genome mitochondrial (sterilite 



male cytoplasmique). soit dans le genome nucleaire (sterilite male 
nucleaire). 

Conformement a I'invention, ladite plante male sterile utilisee 
pour eviter la dissemination d'un transgene d'interet integre dans le 
genome de ladite plante est porteuse : 

- soit d'une sterilite male cytoplasmique, de preference une 
sterilite male artificielle induite par un transgene integre dans le genome 
mitochondrial de ladite plante ; 

- soit d'une sterilite male nucleaire, de preference une 
sterilite male induite par un transgene insere dans un site non essentiel 
du genome nucleaire de ladite plante. 

De maniere preferentielle, conformement a I'invention, ladite 
plante peut avoir ete rendue male sterile par I'insertion, dans un site non 
essentiel du genome nucleaire, d'une sequence comprenant un gene 
AMS et ledit transgene d'interet genetiquement lies. 

La liaison entre le gene d'interet et le gene de I'AMS aura 
pour effet d'interdire sa dissemination par voie poilinique, permettant ainsi 
une multitude de productions differentes dans un meme environnement. 

En outre, le transfert du gene de I'AMS lui-meme vers les 
plantes de type sauvage n'est pas a craindre car il ne sera pas 
susceptible d'etre retehu' au sein d'une population sauvage dans la 
mesure ou il represente plus un "fardeau genetique" qu'un quelconque 

avantage selectif. 

Par liaison entre gene d'interet et gene de I'AMS, on entend 
une distance genetique suffisamment faible pour que les frequences de 
recombinaison au cours de la meiose soient negligeables. 



Par transformation genetique, on peut introduire dans une 
plante deux voire trois genes dont la liaison physique est absolue. 

L'invention a egalement pour objet une plante transgenique, 
partie ou extrait de plante transgenique, caracterisee en ce que ledit 
transgene d'interet est lie genetiquement a un gene AMS associe a des 
elements permettant son expression dans les cellules vegetales, 
notamment un promoteur et un terminateur de transcription. 

Par "partie" de plante transgenique, on entend notamment 
feuiiles, fruits, ou cellules de plantes transformees genetiquement. 

L'invention a egalement pour objet un vecteur, notamment 
piasmide, caracterise en ce qu'il contient un transgene d'interet associe a 
des elements permettant son expression dans les cellules vegetales, 
notamment un promoteur et un terminateur de transcription, lie 
genetiquement a un gene AMS associe a des elements permettant son 
expression dans les cellules vegetales, notamment un promoteur et un 
terminateur de transcription. 

Selon un mode de realisation prefere de l'invention, la 
sterilite male artificielle peut etre conferee par un gene constitue d'une 
sequence codant une proteine susceptible de degrader les ARN 
cellulaires (RNAse) sous controle d'un promoteur anthere specifique tels 
que decrit par PAUL W. et al. (1992). 

Cette RNase peut etre la Barnase de Bacillus 
amyloliquefaciens. Le promoteur peut avantageusement etre le promoteur 
A9 tfArabidopsis thaliana specifique du tapis de I'anthere. 

Les plantes exprimant ce gene chimerique deviennent 
incapables de produire un pollen viable grace a la destruction specifique 



des cellules du tapis de I'anthere. De telles plantes sont par ailleurs 
normales. 

Les plantes selon I'invention etant incapables de produire du 
pollen viable, il n'y a aucun risque de dissemination des genes de sterilite 
male et d'interet par le pollen. 

La multiplication de ces plantes se fait en apportant du 
pollen provenant de plantes non porteuses du gene d'interet selon 
I'invention. 

Dans le cas du mais, la culture des plantes transgeniques 
en vue de la production peut etre assuree selon un schema de type 
production de semences (4 ou 6 lignes femelles suivies de 2 lignes 
pollinisatrices). Les plantes utilisees comme femelles (plantes porteuses 
du gene d'interet) sont semees en double densite. Dans un tel schema, le 
gene d'interet est lie a un gene de selection (par exemple, gene conferant 
une resistance a un herbicide), ce qui permet ensuite, par un traitement 
avec I'agent de selection (herbicide par exemple), d'eliminer les plantes 
autres que males steriles. La recolte ne se fait alors que sur les lignes 
femelles. 

Pour la production finale, un semis en melange peut 
egalement etre envisage. Dans ce cas, la lignee pollinisatrice est non 
porteuse du gene d'interet et est utilisee en melange (10 %) avec la 
lignee utilisee comme femelle. Le semis est realise en double densite. Le 
champ est dans ce cas recolte dans son integrate. 



Selon un autre mode de realisation de I'invention, on utilise 
la sterilite male cytoplasmique pour limiter la dissemination d'un 
transgene integre dans le genome d'une plante. 



Les plantes porteuses d'une sterilite male cytoplasmique 
sont affectees dans leur genome mitochondrial, ce qui les rend inaptes a 
la production de pollen en absence des genes nucleaires de restauration. 
Cette sterilite male peut etre soit "acquise", soit provoquee artificiellement 
par I'insertion dans le genome mitochondrial d'un gene conferant la 
sterilite male cytoplasmique (gene CMS), par exemple le gene Ogura. 

De telles plantes sont habituellement utilisees par les 
etablissements semenciers pour faciliter leur production de semences. 
Une part importante de la production de semences de ma'fs repose, par 
exemple, en Europe, sur ['utilisation d'une sterilite male cytoplasmique 
dite de type C. 

Selon un mode de realisation prefere de I'invention, on 
introduit un transgene par retrocroisement dans une lignee de plante, 
notamment de ma'is, porteuse d'une sterilite male cytoplasmique. La 
plante male sterile est dans ce cas utilisee comme parent femelle. Deux 
retrocroisements successifs suivis devaluations et selections dans la 
descendance permettent d'atteindre I'etat homozygote pour ce transgene. 

En absence de gene nucleaire de restauration (gene Rf4 
pour le cytoplasme C), la plante porteuse du transgene sera done rendue 
male sterile. Aucun grain de pollen porteur d'un transgene ne sera done 
emis dans renvironnement. Si la plante est homozygote pour le 
transgene, tous les grains recoltes sont porteurs du gene et done 
expriment le phenotype. 

La culture de ces plantes en vue de la production est 
realisee en cultivant des plantes pollinisatrices a proximite des plantes 
transgeniques males stehles. Ceci peut etre obtenu soit par melange de 
semences (10 % de pollinisateur sont suffisants), soit par une alternance 
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de lignes femelles (males steriles) et de lignes pollinisatrices. Dans ce 
dernier cas, seules les femeiles sont recoltees. 

Un autre aspect lie a la production de plantes transgeniques 
5 reside dans la presence de genes eventuellement juges indesirables, 

voire nefastes, pour rhomme et/ou I'environnement, en particulier aux 
yeux du public. 

En effet, pour obtenir des plantes transgeniques, il faut trier 
parmi des millions de cellules, celles comportant la modification a 
10 introduire. Pour ce faire, on utilise des genes dits marqueurs qui conferent 

habituellement des resistances a des antibiotiques ou a des herbicides. 
Ces genes sont parfois juges indesirables et differentes strategies (co- 
transformation, utilisation de recombinases...) ont ete envisagees pour 

tenter de les eliminer. 
15 Ainsi, la demande de brevet WO 92 01370 divulgue un 

procede pour produire une plante transgenique contenant un gene 
d'interet, liberee de genes marqueurs utilisant un systeme de 
transposition. 

Par ailleurs, la demande WO 91 09957 divulgue un procede 
20 de recombinaison site-specifique dans des cellules de plantes qui utilise 

un systeme Cre/lox pour produire une deletion, une insertion ou un 
echange reciproque de segments d'ADN. Le procede decrit est applicable 
a I'elimination d'un gene marqueur. Le deposant cite aussi Tutilisation de 
ce procede pour restaurer la fertilite dans le cadre de la production de 
25 semences hybrides par genie genetique. 
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Cependant, dans Tart anterieur, la sterilite male n'avait pas 
ete utilisee comme marqueur en tant que tel dans des operations de 
criblage. 

Selon un mode de realisation de 1'invention, le gene AMS 
peut servir de marqueur positif pour le criblage de plantes ayant integre 
un transgene d'interet, les individus possedant ledit gene AMS etant 
selectionnes. 

La presence de ce gene AMS peut etre detectee notamment 
par des analyses moleculaires utilisant des reactions de polymerisation 
en chaine (PCR), et/ou par des analyses de Southern blot selon des 
techniques usuelles (Sambrook et al., 1989). Les plantes possedant une 
sterilite male peuvent aussi etre tout simplement selectionnees en 
observant la presence ou I'absence de developpement des grains de 
pollen. Le gene AMS ayant servi de marqueur positif peut ensuite etre 
considere comme indesirable et peut etre excise. 

Selon un autre mode de realisation de I'invention, le gene 
AMS permet Amelioration du procede d'elimination d'un fragment d'ADN 
exogene indesirable dans le cadre d'operations de criblage de plantes 
transformees genetiquement. 

En effet, pour etre efficaces, les strategies de criblage 
existantes, reposant sur I'utilisation d'un gene marqueur, telles que 
decrites dans les demandes de brevet precitees par exemple, doivent 
fonctionner a une frequence tres elevee. Les cellules ou plantes ayant 
perdu le gene marqueur ne sont plus selectionnables par rapport a celles 
dont elles sont issues. Le tri repose alors sur des methodes moleculaires 
lourdes et onereuses. 
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La Demanderesse a presentement decouvert I'interet de 
1'utilisation .d'un gene conferant la sterilite male artificielle (gene AMS) 
comme "marqueur suicide" ou "negatif d'un evenement decision, a 
savoir que seuls les individus qui I'auront perdu se multiplied. Ceci 
permet Tutilisation de strategies d'elimination d'un fragment d'ADN 
exogene indesirable ayant des rendements faibles et done I'elargissement 
des champs ^investigation dans ce domaine. 

Conformement a I'invention, le gene AMS est lie 
genetiquement a un fragment d'ADN indesirable de telle sorte que ledit 
gene AMS et ledit fragment d'ADN indesirable puissent etre excises 
simultanement. 

Ledit fragment d'ADN exogene indesirable peut etre 
notamment un gene marqueur, de preference un gene conferant une 
resistance a un antibiotique. 

Les systemes d'elimination de genes indesirables reposent 
generalement sur deux composants: un fragment d'ADN excisable qui 
contient le gene indesirable et un inducteur de cette excision. 

Selon un mode de realisation de I'invention, on introduit 
dans le fragment excisable un gene conferant la sterilite male artificielle. 
Les plantes transformers avec ce premier composant seront done males 
steriles; et maintenues par retrdcroisement ("badc-cross"). L'inducteur 
apporte par un croisement, entramera I'elimination du fragment d'ADN 
contenant le gene AMS, provoquant ainsi le developpement de fruits 
issus d'autofecondation. Ces fruits contiennent des individus debarrasses 
du gene AMS et de gene indesirable. 

En pratique, il suffit de recueillir les seules graines produites 
en autofecondation par des plantes F1 contenant les deux composants. 
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Selon un autre mode de realisation de I'invention, la plante 
ayant integre le fragment d'ADN excisable contenant le gene AMS peut 
etre transformee par un fragment d'ADN inducteur de I'excision. 

Le systeme d'excision utilise conformement a Tinvention 
pour eliminer le fragment d'ADN indesirable peut etre un systeme de 
transposition, tel que notamment le systeme Ac/Ds du maTs, ou un 
systeme de recombinaison, tel que notamment le systeme Cre/lox du 
bacteriophage P1, le systeme FLP/FRT de la levure, la recombinase Gin 
du phage Mu, la recombinase Pin de E. coli ou le systeme R/RS du 
plasmide pSR1. 

Un but de la presente invention est egalement de fournir un 
vecteur, notamment plasmide, caracterise en ce qu'il comporte un 
fragment d'ADN excisable qui comprend un fragment d'ADN indesirable et 
ledit gene AMS, ledit fragment d'ADN indesirable etant de preference un 
gene marqueur, de preference un gene conferant une resistance a un 
antibiotique, ledit gene AMS et ledit fragment d'ADN indesirable etant 
associes chacun respectivement a des elements permettant leur 
expression dans les cellules vegetales, notamment un prornoteur et un 
terminateur de transcription. 

Lesdits vecteurs selon I'invention sont utilises pour la 
transformation de cellules vegetales. 

La transformation de cellules vegetales peut etre realisee 
par transfer! des vecteurs susmentionnes dans les protoplastes, 
notamment apres incubation de ces derniers dans une solution de 
polyethyleneglycol (PG) en presence de cations divalents (Ca 2+ ) selon la 
methode decrite dans ('article de Krens et aL 1982. 
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La transformation des cellules vegetales peut egalement 
etre realisee par electroporation notamment selon la methode decrite 
dans I'article de Fromm et al., 1986. 

La transformation des cellules vegetales peut egalement 
etre realisee par utilisation d'un canon a gene permettant la projection, a 
tres grande vitesse, de particules metalliques recouvertes des sequences 
d'ADN d'interet, delivrant ainsi des genes a I'interieur du noyau cellulaire, 
notamment selon la technique decrite dans I'article de Sanford, (1988). 

Une autre methode de transformation des cellules vegetales, 
est celle de la micro-injection cytoplasmique ou nucleaire. 

Selon un mode de realisation particulierement prefere du 
procede de I'invention, les cellules vegetales sont transformers par un 
vecteur selon I'invention, ledit note cellulaire etant susceptible d'infecter 
lesdites cellules vegetales en permettant Integration dans le genome de 
ces dernieres, des sequences d'ADN d'interet initialement contenues 
dans le genome du vecteur susmentionne. 

Avantageusement, I'hote cellulaire susmentionne utilise est 
Agrobacterium tumefaciens, notamment selon les methodes decrites dans 
les articles de Bevan, 1984 et d'An et al., 1986, ou encore Agrobacterium 
rhizogenes, notamment selon la methode decrite dans I'article de Jouanin 
etal., 1987. 

De maniere preferentielle, la transformation des cellules 
vegetales est realisee par le transfert de la region T du plasmide 
circulate extra-chromosomique inducteur de tumeurs Ti d" Agrobacterium 
tumefaciens, en utilisant un systeme binaire (Watson et al.). 

Pour ce faire, deux vecteurs sont construits. Dans un de ces 
vecteurs, la region d'ADN-T a ete eliminee par deletion, a I'exception des 



12 



bords droit et gauche, un gene marqueur etant insere entre eux pour 
permettre la selection dans les cellules de plantes. L'autre partenaire du 
systeme binaire est un plasmide Ti auxiliaire, plasmide modifie qui n'a ( 
plus d'ADN-T rnais contient toujours les genes de virulence v/r, 
necessaires a la transformation de la cellule vegetale. Ce plasmide est 
maintenu dans Agrobacterium. 

Le gene AMS et le gene d'interet peuvent etre associes 
ensemble ou chacun respectivement a un systeme de controle 
transcriptionnel, notamment un promoteur et un terminateur de 
transcription. 

Le gene AMS peut etre notamment associe a un systeme de 
controle transcriptionnel comprenant un promoteur permettant une 
expression specifique dans Tanthere tel que le promoteur A3 ou A9 (WO 
92 1 1379) ou les promoteurs TA29, TA26 ou TA13 (WO 89 10396). 

Parmi les terminateurs de transcription pouvant etre utilises, 
on peut citer le terminateur polyA 35S du virus de la mosaique du chou- 
fleur (CaMV), decrit dans Particle de Franck et al., (1980), ou le 
terminateur polyA NOS, qui correspond a la region en 3' non codante du 
gene de la nopaline synthase du plasmide Ti d' Agrobacterium 
tumefaciens souche a nopaline (Depicker et al., 1982). 

Parmi les promoteurs de transcription pouvant etre utilises, 
par exemple en association avec le gene d'interet, on peut citer 
notamment : 

- le promoteur 35S, ou avantageusement le promoteur 
constitutif double 35S (pd35S) du CaMV, decrits dans ['article de Kay et 
al., 1987 ; 
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- le promoteur PCRU du gene de la cruciferine de radis 
permettant I'expression des polypeptides recombinants de Invention 
uniquement dans les sentiences (ou graines) de la plante obtenue a partir 
de cellules transformees selon I'invention, et decrit dans I'article de 

Depigny-This et al., 1992 ; 

- les promoteurs PGEA1 et PGEA6 correspondent a la 
region 5* non codante des genes de la proteine de reserve de graines, 
GEA1 et GEA6, respectivement, d'Arabidopsis thaliana (Gaubier et al., 
1993) et permettant une expression specif ique dans les graines ; 

- le promoteur chimerique super-promoteur PSP (Ni M et al., 
1995), constitue de la fusion d'une triple repetition d'un element activateur 
transcriptionnel du promoteur du gene de I'octopine synthase 
d'Agrobacterium tumefaciens, d'un element activateur transcriptionnel du 
promoteur du gene de mannopine synthase et du promoteur mannopine 
synthase d'Agrobacterium tumefaciens ; 

- le promoteur actine du riz suivi de I'intron actine de riz 
(PAR-IAR) contenu dans le plasmide pAct1-F4 decrit par Mc Elroy et al., 
1991 ; 

- le promoteur HMGW (High Molecular Weight Glutenine) 
d'orge (Anderson O.D. et al., 1989) ; 

- le promoteur du " gene " "de yzeine de mais (Pyzeine) 
contenu dans le plasmide py63 decrit dans Reina et al., 1990, et 
permettant I'expression dans I'albumen des semences de mais. 

Avantageusement, le gene de la sterilite male et le gene 
d'interet sont associes a une ou plusieurs sequences codant pour un 
peptide responsable de I'adressage des polypeptides recombinants dans 
un compartiment determine de la cellule vegetale, notamment dans le 
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reticulum endoplasmique ou dans les vacuoles, ou bien meme a 
I'exterieur de la cellule, dans la paroi pectocellulosique ou dans I'espace 
extracellulaire aussi appele apoplasme. 

Ces sequences codant pour un peptide d'adressage peuvent 
etre d'origine vegetale, humaine ou animale. 

Parmi les sequences codant pour un peptide d'adressage 
d'origine vegetale, on peut citer : 

- la sequence nucleotidique de 69 nucleotides (indiques 
dans les exemples ci-dessous) codant pour le propeptide (peptide signal) 
de 23 acides amines de la sporamine A chez la patate douce, ce peptide 
signal permettant I'entree des polypeptides recombinants de I'invention 
dans le systeme de secretion des cellules vegetales transformees selon 
I'invention (a savoir principalement dans le reticulum endoplasmique) ; 

- la sequence nucleotidique de 42 nucleotides (indiquee 
dans les exemples ci-dessous) codant pour le propeptide N-terminal 
d'adressage vacuolaire de 14 acides amines de la sporamine A chez la 
patate douce, permettant ['accumulation des polypeptides recombinants 
de I'invention dans les vacuoles des cellules vegetales transformees 
selon I'invention ; 

- la sequence nucleotidique de 111 nucleotides (indiquee 
dans les exemples ci-dessous) codant pour le prepropeptide de 37 acides 
amines de la sporamine A constitue de la partie N-terminale vers la partie 
C-terminale des 23 acides amines du peptide signal susmentionne suivis 
par les 14 acides amines du propeptide susmentionne, ce prepropeptide 
permettant I'entree des polypeptides recombinants de I'invention dans le 
systeme de secretion et leur accumulation dans les vacuoles des cellules 
vegetales transformees selon I'invention ; 
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les trois sequences susmentionnees etant decrites dans les articles de 
Murakami et al., 1986 et Matsuoka et al., 1991 ; 

- le propeptide carboxyterminal de la lectine d'orge decrit 
notamment dans les articles de Schroeder et al.. 1993 et de Bednarek et 
al., 1991 ; 

- et le PRS (Pathogenesis Related Protein, Cornelissen et 

al., 1986) permettant la secretion. 

On peut egalement citer parmi les sequences codant pour 
un peptide d'adressage, celle codant pour les peptides KDEL, SEKDEL et 
HDEL a I'extremite C-terminale et permettant un adressage dans le 
reticulum endoplasmique. 

Parmi les cellules vegetales susceptibles d'etre 
transformees conformement a la presente invention, on peut citer celles 
du colza, tabac, mais, pois, tomate, carotte, ble, orge, pomme de terre, 
soja, tournesol, laitue, riz et luzerne. 

Les genes d'interet a integrer dans le genome de la cellule 
vegetale peuvent etre notamment des genes codant pour des proteines 
d'origine humaine ou animale pouvant presenter un interet therapeutique 
ou prophylactique, telles que le collagene, la lipase gastrique, etc. 

Les genes marqueurs utilises peuvent etre notamment des 
genes conferant une resistance a des antibiotiques tels. que 
I'hygromycine, la kanamycine, la bleomycine ou la streptomycine ou a des 
herbicides tels que le glufosinate, le glyphosate ou le bromoxynil. 
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EXEMPLES 

La construction des differents plasmides ainsi que leur 
ligation et la transformation des bacteries Escherichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, est realisee grace aux techniques usuelles 
d'ADN recombinant (Sambrook et al. t 1989). 



EXEMPLE 1 

Construction d'un plasmide binaire associant la sterilite 
male conferee par le g£ne codant la PR-glucanase, la production de 
la lipase gastrique de chien, la selection sur kanamycine et la 
selection sur basta, utilisable en trangendse du colza. 

Le plasmide "binaire" derive de pGA492 (An, 1986) qui 
contient entre les bordures droite et gauche; issues du plasmide pTiT37 
d'Agrobacterium tumefaciens, sur son ADN de transfert, les sequences 
suivantes : le promoteur constitutif du gene nos codant pour la nopaline 
synthase (Depicker et al., 1982), la sequence codante du gene NPTII 
codant pour la neomycine phosphotransferase conferant la resistance a la 
kanamycine (Berg et Berg, 1983) deletee de la region des 8 premiers 
codons dont le codon initiateur methionine ATG et fusionnee a la 
sequence des 14 premiers codons de la sequence codante du gene nos 
(Depicker et al., 1982), la sequence codante du gene nos depourvue de 
ta region des 14 premiers codons, le terminateur nos (Depicker et al.. 



1982), une region contenant des sites multiples de clonage (encore 
designee polylinker) (Hindlll-Xbal-Sacl-Hpal-Kpnl-Clal-Bglll) precedant le 
gene CAT codant pour la chloramphenicol acetyltransferase (Close et 
Rodriguez, 1982) et les sequences terminatrices du gene 6 du plasmide 
pTiA6 d'Agrobacterium tumefaciens (Liu et al., 1993). 

a) Construction du ola^ mide dBIQCSOQ portant le gene 

conferant la sterilite male. 

Le gene chimerique correspondant a "promoteur A9-PR- 
glucanase-T35S" contenu dans pDWSOPR (Worall et al., 1992) a ete 
utilise. Le fragment Kpnl-EcoRV portant ce gene chimerique a ete isole 
par double digestion enzymatique par Kpnl et EcoRV, purifie par 
electroelution apres migration electrophoretique sur gel d'agarose a 0,8%, 
precipite a ralcool, seche. II a ete insere aux sites Kpnl et Smal du 
plasmide pBluescript KS+ commercialise par Stratagene. La ligation a ete 
realisee avec 100 ng du plasmide dephosphoryle et de 50 ng de 
fragments Kpnl-EcoRV dans un milieu reactionnel de 10 pi en presence 
de 1 Ml de tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham) et de 2.5 U d'enzyme 
T4 DNA ligase (Amersham) a 14°C pendant 16 heures. Les bacteries 
Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, ont ete 
transformees. L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes-sur ■ 
milieu contenant 50 ug/ml d'ampicilline, a ete extrait selon la methode de 
la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. A partir du plasmide obtenu, le fragment Kpnl - Sstl portant le 
gene chimerique decrit ci-dessus a ete introduit aux sites Kpnl et Sstl de 
pGA492. Uisolement du fragment chimerique est realisee avec les 
procedes usuels. La ligation a ete realisee avec 100 ng du vecteur 
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dephosphoryle et de 50 ng de fragments portant le fragment Kpnl-Sstl 
dans un milieu reactionnel de 10 ml en presence de 1 pi de tampon T4 
DNA ligase x 10 (Amersham) et de 2,5 U d'enzyme T4 DNA ligase 
(Amersham) a 14°C pendant 16 heures. Les bacteries Escherichia coli 
DH5a rendues prealablement competentes, ont ete transformees. L'ADN 
plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur milieu contenant 12 
|jg/ml de tetracycline, a ete extrait selon la methode de la lyse alcaline et 
analyse par digestion enzymatique par des enzymes de restriction. Le 
vecteur obtenu est appele pBIOCSOO. 

b) Construction du plasmide pBlOC501 portant le gene 
conferant la resistance au Basta. 

Le fragment EcoRI - Hindlll portant le gene chimerique 
"P35S - pat- TNOS", isole a partir du plasmide plB16.1 (Broer et al., 
1988), a ete insere aux sites EcoRI et Hindlll de pBSIISK+ commercialise 
par Strategene et modifie par I'ajout d'un site Kpnl dans le site Smai de la 
sequence polylinker de pBSIISK+. Le plasmide resultant est appele 
pBIOC501. L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 
milieu contenant 50 |jg/ml d'ampicilline, a ete extrait selon la methode de 
la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. 

c) Construction du plasmide pBIOC502 portant le gene 
codant pour la lipase qastrique de chien. 

Le gene chimerique correspondant a "PCRU-PSLGL-LGC - 
T35S" isole a partir de pBIOC93 decrit dans la demande WO 9633277, 
est porte par le fragment obtenu par double digestion Sacl et Xhol. le site 



19 



Sad etant repare par Taction de I'enzyme T4 DNA Polymerase (New 
England Biolabs) selon les recommendations du fabricant. Ce fragment a 
ete insere entre le site Apal traite par Taction de I'enzyme T4 DNA 
Polymerase et le site Xhol du plasmide pBIOC501. Le plasmide resultant 
est appele pBIOC502. L'ADN plasmidique des clones obtenus, 
selectionnes sur milieu contenant 50 ug/ml d'ampicilline, a ete extrait 
selon la methode de la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique 
par des enzymes de restriction. 

H ) Hnnstruction du vecteur bi naire dBIOC503. 

A partir de pBIOC502, un fragment Kpnl portant les 
cassettes ^expression, "PCRU-PSLGL-LGC-T35S" et "P35S - pat - 
TNOS", a ete isole et ligue au site Kpnl de pBIOC500. Le plasmide 
resultant est appele pBIOC503. L'ADN plasmidique des clones obtenus. 
selectionnes sur milieu contenant 12 ug/ml d'ampicilline, a ete extrait 
selon la methode de la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique 
par des enzymes de restriction. 

L'ADN plasmidique du plasmide pBIOC503 a ete introduit 
par transformation directe dans la souche LBA4404 4'Agrobacterium 
tumefaciens selon le procede de Holsters et al. (1978). 
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EXEMPLE 2 

Construction d'un plasmide binaire associant la sterilite 
male conferee par le gene codant pour la barnase, la production de 
la lipase gastrique de chien, la selection sur kanamycine et la 
selection sur basta, utilisable en trang£nese du colza. 

a) Construction du plasmide pBIOC504 portant le gene 
conferant la sterilite male. 

Le gene chimerique correspondant a "promoteur A9 - 
barnase - T35S" contenu dans pWP173 (Paul et al., 1992) a ete utilise. 
Le fragment Kpnl - EcoRV portant ce gene chimerique a ete insere aux 
sites Kpnl et Smal du plasmide pBluescript KS+ commercialise par 
Strategene. A partir du plasmide obtenu, le fragment Kpnl - Sstl portant le 
gene chimerique decrit ci-dessus a ete introduit aux sites Kpnl et Sstl de 
pGA492. Le vecteur obtenu est appeie pBIOC504. L'ADN plasmidique 
des clones obtenus, selectionnes sur milieu contenant 50 pg/ml 
d'ampicilline, a ete extrait selon la methode de la lyse alcaline et analyse 
par digestion enzymatique par des enzymes de restriction. 

b) Construction du plasmide pBIOC501 portant le gene 
conferant la resistance au Basta. 

Le vecteur a ete construit comme decrit dans I'exemple 1 b). 
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c\ Construction du blasmide pBIO C5Q2 portant le gene 
codant pour la lipase gastriaue de chien. 

Le vecteur pBIOC502 a ete construit comme decrit dans 

I'exemple 1 c). 

H ) Construction du vecteur p BIOC505. 

A parti r de pBIOC502, un fragment Kpnl portant les 
cassettes ^expression, "PCRU-PSLGL-LGC-T35S" et "P35S - pat - 
TNOS", a ete isole et Ijgue au site Kpnl de pBIOC504. Le plasmide 
resultant est appele pBIOC505. L'ADN plasmidique des clones obtenus, 
selectionnes sur milieu contenant 50 ug/ml d'ampicilline, a ete extra* 
selon la methode de la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique 
par des enzymes de restriction. 

L'ADN plasmidique du plasmide pBIOC505 a ete introduit 
par transformation directe dans la souche LBA4404 dAgrobacterium 
tumefaciens selon le procede de Holsters et al. (1978). 



EXEMPLE 3 

Obtention de plants de colza transgeniques 



Les graines de colza de printemps {Brassica napus cv 
WESTAR ou lignees Limagrain) sont desinfectees pendant 40 minutes 
dans une solution de Domestos a 15 %. Apres quatre rincages a I'eau 
sterile, les graines sont mises a germer, a raison de 20 graines par pot de 
7 cm de diametre et 10 cm de haut, sur du milieu mineral de Murashige et 
Skoog (Sigma M 5519) avec 30 g/l de saccharose et solidifie avec du gel 
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Agar a 5 g/l. Ces pots sont places dans une chambre de culture a 26°C 
avec une photoperiode de 16H/8H et sous une intensite lumineuse de 
I'ordre de 80 \jE. m-2. S' 1 . 

Apres cinq jours de germination, les cotyledons sont 
preleves sterilement en coupant chaque petiole environ 1 mm au-dessus 
du noeud cotyledonaire. 

Parallelement, une preculture d'Agrobacterium tumefaciens 
souche LBA4404, contenant les plasmides binaires, est realisee en 
Erlenmeyer de 50 ml, pendant 36 heures a 28°C dans 10 ml de milieu 
bacterien 2YT (Sambrook et al. ( 1989) complements avec les 
antibiotiques utiles a la selection de la souche utilisee. 

Cette preculture sert a ensemencer a 1 % une nouvelle 
culture bacterienne effectuee dans les memes conditions. Au bout de 14 
heures, la culture est centrifugee 15 minutes a 3 000 g et les bacteries 
sont reprises dans un volume equivalent de milieu de germination liquide. 
Cette suspension est distribute dans des boltes de Petri de 5 cm de 
diametre a raison de 5 ml/boite. 

L'extremite sectionnee du petiole est immergee quelques 
secondes dans la solution d'agrobacteries ainsi preparees, puis le petiole 
est enfonce de quelques millimetres dans le milieu de regeneration. Ce 
milieu a la meme composition de base que le milieu de germination avec 
en plus 4 mg/l de benzyl-amino-purine (BAP), phytohormone favorisant la 
neoformation de bourgeons. Dix explants (cotyledon avec petiole) sont 
mis en culture par boite de Petri de 9 cm de diametre (Greiner reference 
664102). 

Apres deux jours de coculture dans les memes conditions 
environnementales que les germinations, les explants sont repiques dans 



23 



des boites phytatray (Sigma, reference P1552) contenant le milieu 
precedent complements avec un agent selectif : 45 mg/l de sulfate de 
kanamycine (Sigma, reference K 4000) et un bacteriostatique : melange 
de 1/6 en poids de sel de potassium d'acide clavulanique et de 5/6 sel de 
5 sodium d'amoxicilline (Augmentin® injectable) a raison de 600 mg/l. 

Deuxfois de suite, a trois semaines d'intervalle, les explants 
sont repiques sterilement sur du milieu neuf dans les memes conditions. 

Les bourgeons verts apparus a la fin du deuxieme ou du 
troisieme repiquage sont separes de I'explant et mis en culture 
10 individuellement dans des pots transparents de 5 cm de diametre et de 10 

cm de haut contenant un milieu identique au precedent mais depourvu de 
BAP. Apres trois semaines de culture, la tige du bourgeon transforme est 
sectionnee et le bourgeon est repique dans un pot de milieu frais. Au bout 
de trois a quatre semaines, les racines sont assez developpees pour 
15 permettre Tacclimatation de la plantule dans un phytotron. Les bourgeons 

qui ne sont pas verts ou enracines sont elimines. Ces plantules sont aiors 
transplantees dans des godets de 7 cm de cote remplis de terreau (norme 
NF U44551 : 40 % de tourbe brune, 30 % de bruyere tamisee et 30 % de 
sable) sature en eau. Apres deux semaines d'acclimatation en phytotron 
:o (temperature : 21°C ; photoperiode :16H/8H et 84 % d'humidite relative), 

ies plantules sont rempotees dans des pots de 12 cm de diametre remplis 
du meme terreau enrichi en engrais retard (Osmocote, a raison de 4 g/l 
de terreau) puis transportees en serre (classe S2) regulee a 18°C avec 
deux arrosages quotidiens de deux minutes a I'eau. 
25 Des I'apparition de fleurs, celles-ci sont ensachees (Crispac, 

reference SM 570y 300 mm*700 mm) de fa?on a empecher la fecondation 
croisee. 



Lorsque les siliques sont arrivees a maturite, elles sont 
recoltees, sechees puis battues. Les graines obtenues servent au dosage 
de Pactivite biochimique du gene d'interet. 

La selection de la descendance transgenique se fait par 
germination sur un milieu contenant du sulfate de kanamycine a raison de 
100 a 150 mg/l (selon les genotypes). Les conditions operatoires sont 
identiques a celles decrites ci-dessus, a ceci pres que les germinations 
sont effectuees en tubes de verre avec une seule graine par tube. Seules 
les plantules developpant des racines secondaires les trois premieres 
semaines, sont acclimatees en phytotron avant d'etre passes en serre. 



EXEMPLE 4 

Obtentton de plantes de tabac transgeniques 

Les plants de tabac utilises pour les experiences de 
transformation (Nicotiana tabacum var. Xanthi NC et PBD6) sont cultives 
in vitro sur le milieu de base de Murashige et Skoog (1962) additionne 
des vitamines de Gamborg et al (1968), Sigma reference M0404), de 
saccharose a 20 g/l et d'agar (Merck) a 8 g/l. Le pH du milieu est ajuste a 
5,8 avec une solution de potasse avant autoclavage a 120°C pendant 20 
minutes. Les plantules de tabac sont repiquees par bouture des entre- 
noeuds tous les 30 jours sur ce milieu de multiplication MS20. 

Toutes les cultures in vitro sont realisees en enceinte 
climatisee, dans les conditions definies ci-dessous : 

- intensite lumineuse de 30 pE.m- 2 .S- 1 t photoperiode de 16 

heures ; 



- thermoperiode de 26°C le jour, 24°C la nuit. 

La technique de transformation utilisee est derivee de celle 

de Horsch et al. (1985). 

Une preculture d'Agrobacterium tumefaciens souche 
LBA4404 contenant les plasmides binaires est realisee durant 48 heures 
a 28°C sous agitation, dans du milieu LB (Sambrook et al., 1989) 
additionne des antibiotiques adequats (kanamycine). La preculture est 
ensuite diluee au 1/50 dans le meme milieu et cultivee dans les memes 
conditions. Apres une nuit, la culture est centrifugee (10 minutes, 3 000 
g), les bacteries sont reprises dans un volume equivalent de milieu MS30 
(30 g/l saccharose) liquide et cette suspension est diluee au 1/10. 

Des explants d'environ 1 cm 2 sont decoupes a partir de 
feuilles de plantules decrites ci-dessus. lis sont ensuite mis en contact de 
la suspension bacterienne pendant une heure, puis seches rapidement 
sur papier filtre et places sur un milieu de coculture (MS30 solide). 

Apres deux jours, les explants sont transferes en boites de 
Petri sur le milieu de regeneration MS30, contenant un agent selectif, la 
kanamycine (2 000 mg/l), un bacteriostatique, I'Augmentin® (400 mg/l) et 
les hormones necessaires a Cinduction de bourgeons (BAP, 1 mg/l et 
ANA, 0,1 mg/l). Un repiquage des explants est effectue sur le meme 
milieu apres deux semaines de culture. Apres deux semaines 
supplementaires, les bourgeons sont repiques en boites de Petri sur le 
milieu de developpement compose du milieu MS20 additionne de 
kanamycine et d'Augmentin. Apres quinze jours, les bourgeons sont 
repiques de moitie. L'enracinement prend environ 20 jours, au terme 
duquel les plantules peuvent etre donees par bouture d'entre-noeuds ou 
sorties en serre. 
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EXEMPLE 5 

Construction d'une source de transposase. 

On a construit un plasmide binaire portant une source de 
transposase fixee sous le promoteur 35S, puisqu'il s'est avere conduire 
une expression forte et precoce de cette transposase (Finnegan et aL, 
1993). 

Pour ce faire, le fragment BamHI-EcoRI de pBI35S Ac 
(construit par Finnegan) a ete clone aux sites BamHI et SnaBI de pBM 21 
(Jefferson et al., 1987)). Le plasmide resultant nomme pBIOS144 
contient, entre les bordures droite et gauche, le gene de resistance a la 
kanamycine NPTII sous promoteur et terminateur nos. Uelement Ac 
delete de sa partie 5' sous le promoteur 35S, constituant ainsi la source 
de transposase fixee, et 1400 paires de bases de la partie 5' du gene 
codant pour la p-glucuronidase d'E. colt (gene GUS note del GUS sur la 
figure 3) suivi du terminateur nos. 

EXEMPLE 6 

Construction de I'element Ds : Kana R -AMS. 

Les etapes successives ayant conduit a la fabrication de ce 
vecteur sont les suivantes : 
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a) Construction du plasmide PBIOC203 portant le gene 
conferant la resistance a la kanamvcine. 

On a insere le fragment BamHI de 1 Kb (correspondant au 
gene NPTII) de pCamVNEO (Fromm et al., 1986) au site BamHI de 
pBIOSI (Perez et al., 1989). Le vecteur pBIOS 1K resultant a ete digere 
par EcoRI. Le fragment EcoRI de BIOS 1K a ete rendu franc par la 
polymerase Klenow, puis clone dans le plasmide AF 3' Ac (Cocherel et al., 
1996) au site EcoRI constituant ainsi pBIOS203. 

b) Construction du plasmide DBIOS208 portant le gene 

AMS. 

Le fragment EcoRI du vecteur pBGS phleo contenant 399 
paires de bases de I'extremite 5' de I'element Ac (Cocherel et al., 1996) a 
ete clone dans pBSsk (Stratagene) au site EcoRI, constituant ainsi 
PBIOS204. 

Le fragment EcoRI - Hindlll (comprenant I'extremite 3' de Ac 
et la cassette NPTII) de pBIOS203 a ete clone dans pBSsk aux sites 
EcoRI - Hindlll constituant ainsi pBIOS205. 

Le fragment Smal de pBIOS204 (comprenant I'extremite 5' 
de Ac) a ete clone dans pBIOS205 au site Smal constituant ainsi 
PBIOS206. 

Le fragment Sphl de DW 80 bin PR-glucanase contenant le 
gene PR-glucanase (PR-Giu) sous promoteur A9 et terminateur CaMV 
(Worall et al., 1992) a ete clone au site EcoRI de pBIOS206. Dans le 
plasmide resultant pBIOS208, le gene A9-PR-glucanase est insere dans 
le sens inverse au gene NPTII. 



c) Insertion de 1'element Ds::Kana R -AMS dans un vecteur 

binaire. 

Le vecteur pGA 492DL a ete obtenu apres les modifications 
suivantes de pGA 492 (G. An) : 

- deletion du fragment Sacll-Clal correspondant a la cassette 
d'expression du gene chimerique NPTII. Ce nouveau vecteur est appele 
pGa 492D ; 

- remplacement du fragment Bglll-Scal (perte d'une partie du 
gene CAT) de pGA 492D par le polyiinker Sacl-Kpnl de pBSIIsk. Ce 
nouveau vecteur s'appelle pGA 492 DL. 

Le fragment Hindlll-Spel de pBIOS208 a ete clone aux sites 
Hindlll-Spel de pGA 492 DL pour constituer le plasmide binaire 
pBIOS232. La structure de cet ADN-T est schematisee dans les figures 1 
et2. 

EXEMPLE 7 

Transformation et selection de la tornate 

a) Transformation de tomate (variete UC82B) par le 
vecteur binaire construit. 

Le vecteur binaire pBIOS232 a ete transfere dans la souche 
d'Agrobacterium LBA 4404, par conjugaison triparentale selon la 
technique decrite par Ditta et aL 

La transformation de la tornate a ete effectuee selon la 
technique modifiee de J. Fillatti : 

Des graines du cultivar UC82B sont sterilisees 15 minutes 
dans 10 % de Domestos, et rincees trois fois dans de I'eau sterile. 



Elles sont ensuite semees en pot contenant du milieu de 
culture MSSV/2 pendant sept ou huit jours. 

Les cotyledons sont preleves et decoupes transversalement 
en trois parties. Seule la partie centrale est conservee et mise en culture 
a 26°C et a la lumiere, sur milieu KCMS additionne d'Acetosyringone, 
face inferieure contre le milieu. 

Des bacteries de la souche Agrobacterium LBA 4404 sont 
mises en culture une nuit dans du milieu LB supplements avec I'agent 
selectif approprie (tetracycline). Le lendemain, la culture est centrifugee 
et le culot obtenu est repris dans du milieu KCMS liquide. 

Les explants sont trempes 30 minutes environ dans une 
solution d' Agrobacterium diluee au 1/20 dans du milieu KCMS additionne 
d'Acetosyringone. lis sont ensuite seches rapidement sur papier filtre. 

Les explants sont ensuite : 

- remis sur le meme milieu KCMS pendant deux jours a 

I'obscurite a 26°C ; 

- laves dans du milieu liquide 2Z additionne d'Augmentin 

(400 mg/l) et seches sur papier filtre ; 

- transferes sur milieu solide 2Z contenant 400 mg/l 
d'Augmentin et 1 00 mg/l de Kanamycine ; 

cultives a la lumiere a 26°C ; et 

- repiques sur du milieu 2Z frais, quinze jours apres. 

Trois semaines apres la coculture, les premiers bourgeons 
apparaissent. Lorsqu'ils atteignent environ 1 cm, ils sont separes de 
I'explant et repiques sur milieu Dev ou ils s'enracinent en une ou deux 
semaines s'ils sont bien transformes. 



Quand ils sont bien enracines, ils sont repiques en motte 
Jiffy-7 (par AS Jiffy Products) au phytotron, ou ils s'acclimatent 
rapidement. 

Des que le systeme racinaire est bien developpe en "Jiffy", 
les plantes sont repiquees en pot de 12 cm de diametre puis en container 
de 30 cm de diametre, et cultivees en serre, sous arrosage automatique 
et solution nutritive (solution diluee a 5 kg/50 I delivree a 1,6 %). 

b) Analyse moleculaire des transformants primaires 
contenant I'ADN-T de PBIOS144 ou PB1QS232. 

Quand les plantes transformees sont assez developpees en 
serre, des feuilles sont prelevees (environ 5 g) pour en extraire I'ADN 
analyse ensuite par Southern Blot selon les methodes couramment 
utilisees (Sambrook et al.). 

L'ADN de chaque plante est digere avec Tenzyme Hindlll. 
Apres migration et transfert sur membrane de nitrocellulose, ceux-ci sont 
soumis a des hybridations avec differentes sondes permettant de verifier : 

- le nombre de copies de I'ADN-T inserees, 

- si I'ADN-T a ete insere dans son integralite, 

- la presence ou I'absence d'extrabordures. 

Au terme de ces analyses moleculaires, on selectionne 
uniquement les plantes comportant un ADN-T entier unique sans 
extrabordure. 

Le meme protocole a ete mise en oeuvre pour transformer 
des cellules de tomate avec le plasmide pBIOS144 et selectionner les 
plantes transformees. 



EXEMPLE 8 

Evaluation de la source de transposase fixee 



Une fois la source de transposase fixee et integree dans les 
plantes, on a verifie qu'elle etait capable d'activer un element "Ds". Pour 
cela, les plantes ayant le plasmide pBIOS144 selectionnees sont croisees 
avec une plante contenant un element Ds testeur dont I'excision restaure 
I'activite du gene Gus ((3-glucuronidase). Ce Ds a ete construit en deux 
etapes: 

- le fragment Bglll-Spel de pBIOS206 correspondant au 
Ds::Kana* a ete insere aux sites BamHI-Xbal de pBI221 (Clontech) pour 

obtenir pBIOS226. 

On a ensuite insere le plasmide pBIOS226 entier au site 
Hindlll dans pGA 492 DL. Le plasmide binaire resultant pBIOS228 
comporte entre les bordures droite et gauche le Ds/.Kana* entre le 
promoteur 35S et la partie codante du gene Gus. 

Toute excision de ce Ds:.Kana R se traduira par une 
expression du gene rapporteur Gus. Un test Gus (Jefferson et al..) est 
realise sur les descendants F1 de ce type de croisement pour evaluer 
I'efficacite des differentes lignees contenant la transposase. Des taches 
bleues ont ete detectees sur des cotyledons et des secteurs sur des 
feuilles de plantes issues de croisement entre une lignee "transposase" et 
une lignee "Ds testeur". Le nombre de taches et secteurs sur une plante 
atteste de I'effficacite de la source de transposase dans cette plante. 



EXEMPLE 9 

Generation de lignees de transposase fixee 

Les transformants unicopie et sans extrabordure 
selectionnes et evalues positivement selon I'exemple precedent ont ete 
soumis a deux cycles sucessifs d'autofecondation. Les lots de graines T2 
ont ete recoltes separement. 

Pour chaque T2, on a evalue la segregation pour la 
resistance a la kanamycine afin de detecter les lots de graines 
homozygotes. Pour chaque lot, une trentaine de graines sont semees en 
terre en serre. Dix-huit jours apres le semis, une solution a 400 mg/l de 
kanamycine est pulverisee sur les plantules pendant trois jours. (Weide et 
aL t ). Cinq jours apres, il est aise d'identifier les plantes sensibles a la 
kanamycine. D'apres la segregation des plantes resistantes et sensibles, 
et conformernent a la segregation Mendelienne d'un gene dominant, on 
identifie les lots de plantes homozygotes pour le transgene. Ce sont ceux- 
la que Ton garde preferentiellement et qui serviront a croiser les plantes 
contenant ('element Ds::Kana R -AMS. 

EXEMPLE 10 

Croisement des lignees Ds::Kana R -AMS avec des 
lignees "transposase" homozygotes 

Les transformants primaires selectionnes (unicopie sans 
extrabordure) sont evalues des leur floraison en serre, pour la fertilite par 
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observation microcospique de coupe transversale du tube d'anthere de 
une ou deux fleurs par plante, dans du carmin acetique. A Tissue de cette 
evaluation, seules les plantes males steriles qui ne presentent pas de 

pollen sont conservees. 

Les plantes steriles portant le Ds::Kana R - AMS sont 
fecondees avec du pollen de lignees exprimant la transposase d'Ac. Les 
fruits sont recoltes et les graines extraites. 



EXEMPLE 11 

Identification d'evenement d'excision sur les plantes F1 

Les graines issues de croisement entre les plantes portant la 
source de transposase et celles portant le Ds::KanaR -AMS sont semees 
en terreau en serre. Au stade cotyledons, un cotyledon par plantule est 
preleve en vue d'une extraction rapide d'ADN (Lassner et al., 1989) pour 
un test PCR avec les oligonucleotides A9a et A9b (fig. 1). Les conditions 
de PCR utilisees sont les suivantes : 

ADN : 40 ng (ou 10 ul de la microextraction) 
• oligo A9a (10 pM/ul) . 3 pi 

oligo A9b (10 pM/pl) : 3 pi 

Tampon x 10 : 10 pi 

Mix dNTP (5 mM) : 4 pi 

Taq Promega : 0,4 pi 

MgCI 2 25 mM : 8 pi 

H 2 0 up qsp 100 pi 

Les reactions sont effectuees dans la machine Perkin 9600. 
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Apres 2 minutes de denaturation a 95°C, on realise 40 
cycles des operations suivantes : 

30"de denaturation a 94°C 
30" d'hybridation a 55°C 
1'30" d'elongation a 72°C 

Le but de ce test est d'identifier rapidement les plantes 
porteuses du gene AMS (bande a 800 paires de bases en PGR) de celle 
qui ne le portent pas (pas de bande en PCR). Les plantes porteuses du 
gene AMS sont rempotees et pendant leur floraison, on surveille 
I'apparition de fruits qui reveleraient un ou des secteurs d'excision 
somatique. L'observation de fruits sur des plantes F1 reveie soit une 
excision sans reinsertion du Ds soit une excision suivie d'une reinsertion 
avec perte d'activite. 

Pour verifier cela, les graines issues de ces fruits sont 
extraites et semees. Une analyse moleculaire par PCR de ces plantes est 
realisee pour verifier qu'elles ne portent plus le Ds::Kana R -AMS, mais 
qu'elles possedent la "cicatrice" de I'ADN-T et/ou le gene d'interet. Pour 
cela, un cotyledon de chaque plantule est preleve pour extraction rapide 
d'ADN. 

Un aliquot de cet ADN est preleve pour etre soumis a deux 
reactions PCR : 

- I'une avec les oligonucleotides EM1 et EMS (fig. 2), 
Les conditions de PCR utilisees sont les suivantes : 
ADN : 40 ng (ou 10 pi de la microextraction) 
oligo EM1 (10 pM/pl) : 3 pi 
oligo EMS (10 pM/pl) : 3 |jl 
Tampon x 10 ; 10 pi 
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Mix dNTP (5 mM) : 4 pi 
Taq Promega : 0,4 pi 
MgCI 2 25 mM: 18 pi 
BSA: 8 pi 
Glycerol : 2,5 pi 
H 2 0 up qsp 100 pi 

Les reactions sont effectuees dans la machine Perkin 9600. 
Apres 2 minutes de denaturation a 95°C, on realise 40 
cycles des operations suivantes : 

30"de denaturation a 94°C 
30" d'hybridation a 62°C 
45" d'elongation a 72°C 

Ce test permet de voir si la plantule est porteuse de la 
cicatrice de I'ADN-T et/ou du gene d'interet. Dans le cas ou I'element Ds 
est excise, on attend un fragment de 300 paires de bases environ, pour la 
cicatrice seule, auquel il faut rajouter la taille du gene d'interet ; 

- I'autre avec les oligonucleotides 5'H et Ac12 (fig. 3). . 

Les conditions de PCR utilisees sont les suivantes 

ADN : 40 ng (ou 10 pi de la microextraction) 
" oligo 5'H (10 pM/pl) : 3 pi 

oligo Ac12 (10pM/ul): 3 ul 

Tampon x 10 : 10 pi 

Mix dNTP (5 mM) : 4 pi 

Taq Promega : 0,4 pi 

MgCI 2 25 mM : 18 pi 

BSAx 100 : 8 pi 
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Glycerol : 2,5 pi 
H 2 0 up qsp 100 pi 

Les reactions sont effectuees dans la machine Perkin 9600. 
Apres 2 minutes de denaturation a 95°C, on realise 40 
cycles des operations suivantes : 

30 M de denaturation a 94°C 
30 M d'hybridation a 62°C 
1'30 n d'elongation a 72°C 

Ce test permet de verifier I'absence du gene codant pour la 
transposase. S'il n'y a pas de fragment amplifie, la transposase est 
absente. Si elle est presente, on detecte une bande de 1,6 Kb. 

Les plantes issues d'evenements d'excision ne portant plus 
que le gene d'interet sans la resistance a la kanamycine ni I'ADN-T 
portant le gene codant pour la transposase seront positives avec le 
premier jeu d'oligonucleotides (EM1-EM5) et negatives avec le deuxieme 
(5'H-Ac12). 

Une analyse Southern realisee sur ces plantes permet de 
confirmer la presence du gene d'interet et I'absence du gene de 
resistance a la kanamycine. 

EXEMPLE 12 

Construction d'un plasmide binaire pBIOC4-FLP portant 
la recombinase FLP. 

La sequence codant la recombinase FLP de Saccharomyces 
cerevisiae est contenue dans pOG44 commercialise par Stratagene. Le 
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plasmide pOG44 a ete digere par ies enzymes Hindlll et Kpnl et le 
fragment Hindlll-Kpnl a ete isole. La ligation a ete realisee avec 100 ng 
du vecteur pBIOS512 dephosphoryle et 50 ng de fragment Hindlll-Kpnl 
portant la sequence codant la recombinase dans un milieu reactionnel de 
10 Ml en presence de 1 pi de tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham) et 
de 2,5 U d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 14°C pendant 16 
heures. Les bacteries Escherichia coli DH5a rendues prealablement 
competentes, ont ete transformers. Le plasmide resultant est appele 
pBIOS512-FLP. L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 
milieu contenant 50 ug/ml d'ampicilline, a ete extrait selon la methode de 
la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. Le fragment portant la sequence codant la recombinase FLP a 
ete isole par digestion enzymatique par Kpnl suivi de Taction de I'enzyme 
T4 DNA Polymerase (New England Biolabs) selon les recommandations 
du fabricant puis de la digestion par Hindlll. Le fragment a ete purifie par 
electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, electroelue, precipite a I'alcool et 
seche. II a ete introduit au site BamHI, traite par I'enzyme Klenow (New 
England Biolabs) selon les recommandations du fabricant, et au site 
Hindlll du plasmide pBIOS512. La sequence nucleotidique de FLP a ete 
verifiee par sequencage a I'aide du kit de sequencage I f 
commercialise par Pharmacia selon la methode des didesoxynucleotides 
(Sanger et al., 1977). Le plasmide pBIOS512 derive de pUC et porte la 
cassette d'expression "promoteur double 35S (PD35S) - terminateur NOS 
(TNOS)" (fragment EcoRI). Le promoteur double 35S provient de pJIT163 

(WO 96 33277). 

A partir de pBIOS512-FLP, le fragment EcoRI portant la 
cassette depression "PD35S-FLP-TNOS" a ete isole par digestion 



enzymatique par EcoRI, purifie sur gel d'agarose a 0,8%, electroelue, 
precipite a I'alcool et seche. II a ete introduit au site EcoRI de pBIOC4 
(WO 96 33277) dephosphoryle par I'enzyme phosphatase alcaline 
d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) selons les recommandations du 
fabricant. La ligation a ete realisee avec 100 ng du vecteur dephosphoryle 
et 50 ng de fragments portant la cassette "PD35S-FLP-TNOS" dans un 
milieu reactionnel de 10 pi en presence de 1 pi de tannpon T4 DNA ligase 
x 10 (Amersham) et de 2,5 U d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 
14°C pendant 16 heures. Les bacteries Escherichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, ont ete transformees. Le plasmide resultant 
est appele pBIOC4-FLP. L'ADN plasmidique des clones obtenus, 
selectionnes sur milieu contenant 12 pg/ml de tetracycline, a ete extrait 
selon la methode de la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique 
par des enzymes de restriction, L'ADN plasmidique du plasmide binaire 
pBIOC4-FLP a ete introduit par transformation directe dans la souche 
LBA4404 d'Agrobacterium tumefaciens selon le procede de Holsters et 
al. (1978). La validite du clone retenu a ete verifiee par digestion 
enzymatique de I'ADN plasmidique introduit. 

EXEMPLE 13 

Construction d'un plasmide binaire et pBIOC511, portant 
la sterilite male et la selection sur kanamycine entre des sites de 
recombinaison specifique FRT, utilisable en trangenese du tabac. 

Le plasmide binaire pGA492 (An, 1986) a ete delete des 
sequences suivantes : le promoteur constitutif du gene nos codant pour la 
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nopaline synthase (Depicker et al.. 1982), la sequence codante du gene 
nptll codant pour la neomycine phosphotransferase II (Berg et Berg, 
1983) deletee de la region des 8 premiers codons dont le codon intiateur 
methionine ATG etfusionnee a la sequence des 14 premiers codons de la 
sequence codante du gene nos (Depicker et al.. 1982), la sequence 
codante du gene nos depourvue de la region des 14 premiers codons, le 
terminates nos (Depicker et al., 1982). Cette deletion a eta realisee par 
digestion totale Clal, suivie d'une digestion partielle Sacll. Le fragment est 
purifie, puis soumis a Taction de Tenzyme T4 DNA Polymerase (New 
England Biolabs) selon les recommandations du fabricant. La ligation du 
plasmide et la transformation de bacteries Escherichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, sont realisees en suivant les precedes 
usuels (Sambrook et al., 1989). Le plasmide resultant est appele 
pBIOC506. 

Le site d'integration specifique FRT a ete amplifie par PCR a 
partir du plasmide pOG45 commercialise par Strategene. Les deux 
oligodesoxynucleotides utilises comme amorces pour la PCR sont : 
5' CCC CTG CAG TTT TCA AAA GCG CTC TGA AGT TC 3' et 
5' CCA AAG CTT GAA TTC GCC AGG GGG ATC TTG AAG TTC 3'. 

Les fragments correspondents au site FRT, issus de 
' ' I'amplification PCR ont "ete digeres par Pstl, soumis a Taction de-l'enzyme 
T4 DNA Polymerase (New England Biolabs) selon les recommandations 
du fabricant, puis digeres par EcoRI. lis ont ete purifies sur gel d'agarose 
a 2 %, electroelues, precipites a I'alcool, seches et repris dans de I'eau. 
Puis Us ont ete ligues entre le site Sad prealablement soumis a Taction de 
Tenzyme T4 DNA Polymerase et le site EcoRI du plasmide pUC18 



commercialise par Pharmacia. Le plasmide resultant est appele 
pBIOC507. 

Un deuxieme site FRT a ete introduit dans le plasmide 
pBIOC507. Ce deuxieme site FRT resulte de Tamplification PCR a Taide 
des deux oligodesoxynucleotides : 

5' CCC CTG CAG TTT TCA AAA GCG CTC TGA AGT TC 3 ( et 
5' AAA GGT ACC GCC AGG GGG ATC TTG AAG TTC 3'. 

Les fragments amplifies ont digeres par Pstl et Kpnl, soumis 
a Taction de Tenzyme T4 DNA Polymerase, et ligues au site Sphl 
prealablement traite par Taction de Tenzyme T4 DNA Polymerase, du 
plasmide pBIOC507. Le plasmide resultant est appele pBIOC508 et 
contient les deux sites FRT orientes dans le meme sens. 

A partir du plasmide pBIOC508, le fragment Hindlll - EcoRI 
portant les deux sites FRT, a ete isole. Ce fragment a ete insere aux sites 
Hindlll et EcoRI du plasmide pBIOC506. Le plasmide resultant est appele 
PBIOC509. 

Pour conferer la sterilite male, le fragment Sphl portant le 
gene chimerique correspondant a "promoteur A9 - barnase -T35S" 
contenu dans pWP173 (Paul et al., 1992) a ete utilise. Ce fragment Sphl 
a ete traite par Taction de Tenzyme T4 DNA Polymerase et ligue au site 
Pstl traite par Taction de Tenzyme T4 DNA Polymerase du plasmide 
pBIOC509. Le plasmide resultant est appele pBIOC510. 

Enfin, pour permettre la selection sur kanamycine (Fromm et 
al., 1986), le fragment EcoRI traite par Taction de Tenzyme T4 DNA 
Polymerase, correspondant a la cassette d'expression "PNOS - nptll - 
TNOS" isolee a partir d'un plasmide de pBIOSI dans lequel a ete clone 
au site BamH1 le fragment BamH1 codant pour le gene nptll, a ete ligue 



au site Kpnl traite par Taction de I'enzyme T4 DNA Polymerase 
plasmide pBIOC510. Le plasmide resultant est appele pBIOC51 1. 
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MILIEUX DE CULTURE 

LB 

1 0 g/l Bactotryptone 
5 g/l extrait de levure 
10 g/l NaCI 

pH 7,5 ajuste avec NaOH 
MSSV/2 

2,2 g macro et micro-elements de Murashige et Skoog (ref. M 6899 
Sigma) 

2 ml/l vitamines de Nitsch 

1 5 g/l saccharose 

8 g/l Agar-Agar 

pH 5,9 avant autoclavage 

2Z 

4,4 g macro et micro-elements de Murashige et Skoog (ref. M 6899 
Sigma) 

2 ml/l vitamines de Nitsch 

30 g/l saccharose 

2 mg/l Zeatine 

400 mg/l Augmentin 

100 mg/l Kanamycine 

8 g/I Agar-Agar 

pH 5,9 avant autoclavage 



KCMS 

4,4 g macro et micro-elements de Murashige et Skoog (ref M 6899 
Sigma) 

0,9 mg/l Thiamine 

200 mg/l potassium dihydrogenophosphate 

30 g/l saccharose 

8 g/l Agar-Agar 

200 pM Acetosyringone 

0,2 mg/l 2-4D 

0,1 mg/l Kinetine 

pH 5,9 avant autoclavage 

DEV 

2,2 g macro et micro-elements de Murashige et Skoog (ref. M 6899 
Sigma) 

2 ml/I vitamines de Nitsch 

15 g/l saccharose 

50 mg/l Kanamycine 

400 mg/l Augmentin 

8 g/l Agar-Agar 

pH 5,9 avant autoclavage 
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MS20 

4,4 g/l M0404 (SIGMA) 

20 g/l Saccharose 

8 g/l Agar-Agar (milieu solide) 

pH 5,7 

+ eventuellement hormones vegetates BAP 1 mg/l et ANA 0,1 mg/l 



MS30 

4,4 g/l M0404 (SIGMA) 
30 g/l Saccharose 
8 g/l Agar-Agar (milieu solide) 
pH 5,7 

+ eventuellement hormones vegetales BAP 1 mg/l et ANA 0,1 mg/l 
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REVENDICAT10NS 

1. Utilisation d'une plante male sterile pour eviter la 
dissemination d'un transgene d'interet integre dans ie genome de ladite 
plante. 

2. Utilisation selon la revendication 1 dans laquelle ladite 
plante est porteuse d'une sterilite male cytoplasmique. 

3. Utilisation selon la revendication 1 dans laquelle ladite 
plante est porteuse d'une sterilite male nucleaire. 

4. Utilisation d'un gene AMS excisable comme moyen 
permettant le criblage de plantes transformees genetiquement ayant 
integre un transgene d'interet et elimine un fragment d'ADN excisable, 
ledit fragment d'ADN excisable pouvant : 

- soit etre ledit gene AMS lui-meme, 

- soit contenir le gene AMS lie genetiquement a un fragment 
d'ADN indesirable, de telle sorte que ledit gene AMS et ledit fragment 
d'ADN indesirable puissent etre excises simultariernent, ledit fragment 
d'ADN indesirable etant de preference un gene marqueur, de preference 
un gene conferant une resistance a un antibiotique. 

5 Utilisation selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee en ce que ladite plante est choisie parmi le 
maTs, colza, le tabac ou la tomate. 
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6. Plante transgenique, partie ou extrait de plante 
transgenique, caracterisee en ce que ledit transgene d'interet est lie 
genetiquement a un gene AMS associe a des elements permettant son 
expression dans les cellules vegetales, notamment un promoteur et un 
terminateur de transcription. 

7. Vecteur, notamment plasmide, caracterise en ce qu'il 
contient un transgene d'interet associe a des elements permettant son 
expression dans les cellules vegetales, notamment un promoteur et un 
terminateur de transcription, lie genetiquement a un gene AMS associe a 
des elements permettant son expression dans les cellules vegetales, 
notamment un promoteur et un terminateur de transcription. 

8. Hote cellulaire, notamment bacterie telle que 
Agrobacterium tumefaciens, transforme par un vecteur selon la 
revendication 7. 

9. Procede d'insertion d'un gene AMS dans une plante 
caracterise en ce qu'il comprend la transformation de cellules vegetales, 
notamment a I'aide d'un hote cellulaire selon la revendication 8, lui-meme 
transforme par un vecteur selon la revendication 7, de maniere a integrer 
dans le genome de ces cellules un gene AMS lie genetiquement a un 
transgene d'interet. 

10. Procede d'elimination d'un fragment d'ADN excisable, 
caracterise en ce qu'il comprend : 
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- soit 

a) la transformation de cellules vegetales, notamment a 
I'aide d'un note cellulaire selon la revendication 8, lui-meme transforme 
par un vecteur selon la revendication 7 comprenan't un gene AMS 
excisable, de maniere a integrer dans le genome de ces cellules ledit 
gene AMS, excisable par recombinaison ou transposition ; 

b) la regeneration de plantes transformees a partir des 
cellules vegetales transformees sus-mentionnees ; 

c) la transformation de cellules vegetales de maniere a 
integrer dans le genome de ces cellules un element inducteur de 
transposition ou de recombinaison; 

d) la regeneration de plantes transformees a partir des 
cellules vegetales transformees mentionnees a I'etape c) ; 

e) le croisement des plantes males steriles obtenues a 
I'etape b) avec les lignees exprimant la transposase ou la recombinase 
obtenues a I'etape d), des evenements d'excision se produisant chez les 
plantes F1 . 

- soit 

a') la transformation de cellules vegetales, notamment a 
I'aide d'un hote cellulaire selon la revendication 8, lui-meme transforme 
par un vecteur selon la revendication 7 comprenant un gene AMS 
excisable, de maniere a integrer dans le genome de ces cellules ledit 
gene AMS excisable par recombinaison ou transposition ; 

b') la regeneration de plantes transformees a partir des 
cellules vegetales transformees sus-mentionnees ; 

c") la transformation des cellules vegetales issues des 
plantes transformees sus-mentionnees de maniere a integrer dans le 



genome de ces cellules un element inducteur de transposition ou de 
recombinaison; 

d') la regeneration de plantes transformees a partir des 
cellules vegetales transformees mentionnees a I'etape c'). 

11. Procede de production d'un produit d'expression d'un 
transgene d'interet caracterise en ce qu'il comprend : 

a) - soit la transformation de cellules vegetales, notamment 
a I'aide d'un hote cellulaire selon la revendication 9, lui-meme transforme 
par un vecteur selon la revendication 8, de maniere a integrer dans le 
genome de ces cellules un gene AMS lie genetiquement a un transgene 
d'interet ; 

- soit la transformation de cellules vegetales porteuses 
d'une sterilite male cytoplasmique ou nucleaire de maniere a integrer un 
transgene d'interet dans le genome de ces cellules ; 

b) la regeneration de plantes transformees a partir des 
cellules vegetales transformees sus-mentionnees ; 

c) la recuperation du produit d'expression dudit transgene 
d'interet dans lesdites cellules ou plantes transformees sus-mentionnees, 
notamment par extraction, suivie, le cas echeant, par une purification. 

12. Kit pour la mise en oeuvre du procede selon la 
revendication 11, caracterise en ce qu'il contient d'une part un vecteur 
selon la revendication 8 comprenant un gene AMS excisable, ou une 
plante ou partie de plante transformee par ledit vecteur, et d'autre part un 
vecteur portant une source de transposase ou de recombinase, ou une 
plante ou partie de plante transformee par ledit vecteur. 
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* ^invention a egalement pour objet un precede de production 
d'un produit ^expression d'un transgene d'interet caracterise en ce qu'il 
comprend : 

a) - soit la transformation de cellules vegetales, notamment 
a Taide d'un note cellulaire tel que def.ni precedemment, lui-meme 
transformer par un vecteur contenant un transgene d'interet associe a des 
elements permettant son expression dans les cellules vegetales, lie 
genetiquement a un gene AMS associe a des elements permettant son 
expression dans les cellules vegetales, de maniere a integrer dans le 
genome de ces cellules un gene AMS lie genetiquement a un transgene 
d'interet ; 

- soit la transformation de cellules vegetales porteuses 
d'une sterilite male cytoplasmique ou nucleaire de maniere a integrer un 
transgene d'interet dans le genome de ces cellules ; 

b) la regeneration de plantes transformees a partir des 
cellules vegetales transformees sus-mentionnees ; 

c) la recuperation du produit d'expression dudit transgene 
d'interet dans lesdites cellules ou plantes transformees sus-mentionnees, 
notamment par extraction, suivie, le cas echeant, par une purification. 

L'invention a enfin pour objet un kit pour la mise en oeuvre 
du procede d'elimination d'un fragment excisable, caracterise en ce qu'il 
contient d'une part un vecteur tel que defini precedemment, contenant un. 
transgene d'interet associe a des elements permettant son expression 
dans les cellules vegetales, lie genetiquement a un gene AMS associe a 
des elements permettant son expression dans les cellules vegetales, 
comprenant un gene AMS excisable, ou une plante ou partie de plante 
transformer par ledit vecteur, et d'autre part un vecteur portant une 
source de transposase ou de recombinase, ou une plante ou partie de 
plante transformee par ledit vecteur. 
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EXEMPLES 

La construction des differents plasmides ainsi que leur 
ligation et la transformation des bacteries Escherichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, est realisee grace aux techniques usuelles 
d'ADN recombinant (Sambrook et al. f 1989). 



EXEMPLE 1 

Construction d'un plasmide binaire associant la sterilite 
male conferee par le gene codant la PR-glucanase, la production de 
la lipase gastrique de chien, la selection sur kanamycine et la 
selection sur basta, utilisable en trangenese du colza. 

Le plasmide "binaire" derive de pGA492 (An, 1986) qui 
contient entre les bordures droite et gauche; issues du plasmide pTiT37 
d'Agrobacterium tumefaciens, sur son ADN de transfert, les sequences 
suivantes : le promoteur constitutif du gene nos codant pour la nopaline 
synthase (Depicker et al.; 1982), la sequence codante du gene NPTII 
codant pour la neomycine phosphotransferase conferant la resistance a la 
kanamycine (Berg et Berg, 1983) deletee de la region des 8 premiers 
codons dont le codon initiateur methionine ATG et fusionnee a la 
sequence des 14 premiers codons de la sequence codante du gene nos 
(Depicker et al., 1982), la sequence codante du gene nos depourvue de 
la region des 14 premiers codons, le terminateur nos (Depicker et al., 
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1982) une region contenant des sites multiples de clonage (encore 
designee polylinker) (Hindlll-Xbal-Sacl-Hpal-Kpnl-Clal-Bglll) precedant le 
gene CAT codant pour la chloramphenicol acetyltransferase (Close et 
Rodriguez, 1982) et les sequences terminates du gene 6 du plasmide 
P TiA6 6'Agrobactehum tumefaciens (Liu et al., 1993). 

a) r^tmction nlasmide oBIOCSOO portant le gene 

ronferan* '« sterilite male. 

Le gene chimerique correspondant a "promoteur A9-PR- 
glucanase-T35S" contenu dans pDWSOPR (Worall et al., 1992) a ete 
utilise Le fragment Kpnl-EcoRV portant ce gene chimerique a ete isole 
par double digestion enzymatioue par Kpnl et EcoRV, purifie par 
electrocution apres migration electrophoretique sur gel d'agarose a 0,8%, 
precipite a I'alcool, seche. II a ete insere aux sites Kpnl et Smal du 
plasmide pBluescript KS+ commercialise par Stratagene. La ligation a ete 
realisee avec 100 ng du plasmide dephosphoryle et de 50 ng de 
fragments Kpnl-EcoRV dans un milieu reactionnei de 10 ul en presence 
de 1 ul de tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham) et de 2,5 U d'enzyme 
T4 DNA ligase (Amersham) a 14'C pendant 16 heures. Les bacteries 
Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, ont ete 
transformees. L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur - 
milieu contenant 50 ug/ml d'ampicilline, a ete extrait selon la methode de 
la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. A partir du plasmide obtenu, le fragment Kpnl - Sstl portant le 
gene chimerique decrit ci-dessus a ete introduit aux sites Kpnl et Sstl de 
pGA492. L'isolement du fragment chimerique est realisee avec les 
precedes usueis. La ligation a ete realisee avec 100 ng du vecteur 
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dephosphoryle et de 50 ng de fragments portant le fragment Kpnl-Sstl 
dans un milieu reactionnei de 10 ml en presence de 1 pi de tampon T4 
DNA ligase x 10 (Amersham) et de 2,5 U d'enzyme T4 DNA ligase 
(Amersham) a 14°C pendant 16 heures. Les bacteries Escherichia coli 
DH5a rendues prealablement competentes, ont ete transformees. L'ADN 
plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur milieu contenant 12 
pg/ml de tetracycline, a ete extrait selon la methode de la lyse alcaline et 
analyse par digestion enzymatique par des enzymes de restriction. Le 
vecteur obtenu est appele pBIOCSOO. 

b) Construction du plasmide pBIOC501 portant le gene 
conferant la resistance au Basta. 

Le fragment EcoRI - Hindi II portant le gene chimerique 
M P35S - pat- TNOS'\ isole a partir du plasmide plB16.1 (Broer et al., 
1988), a ete insere aux sites EcoRI et Hindlll de pBSIISK+ commercialise 
par Strategene et modifie par I'ajout d*un site Kpnl dans le site Smal de la 
sequence polylinker de pBSIISK+. Le plasmide resultant est appele 
pBIOC501. L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 
milieu contenant 50 pg/ml d'ampicilline, a ete extrait selon la methode de 
la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. 

c) Construction du plasmide pBIOC502 portant le gene 
codant pour la lipase qastrique de chien. 

Le gene chimerique correspondant a "PCRU-PSLGL-LGC - 
T35S" isole a partir de pBIOC93 decrit dans la demande WO 9633277, 
est porte par le fragment obtenu par double digestion Sacl et Xhol, le site 
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Sad etant repare par Paction de I'enzyme T4 DNA Polymerase (New 
England Biolabs) selon les recommandations du fabricant. Ce fragment a 
ete insere\ntre le site Apal traite par Taction de I'enzyme T4 DNA 
Polymerase et le site Xhol du plasmide P BIOC501. Le plasmide resultant 
est appele pBIOC502. L'ADN plasmidique des clones obtenus, 
selectionnes sur milieu contenant 50 ug/ml d'ampicilline, a ete extrait 
selon la methode de la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique 
par des enzymes de restriction. 

r\ ) Construction du vecteur binaire dBIOC503. 

A partir de pBIOC502, un fragment Kpnl portant les 
cassettes depression, "PCRU-PSLGL-LGC-T35S" et "P35S - pat - 
TNOS", a ete isole et ligue au site Kpnl de pBIOCSOO. Le plasmide 
resultant est appele pBIOC503. L'ADN plasmidique des clones obtenus, 
selectionnes sur milieu contenant 12 ug/ml d'ampicilline, a ete extrait 
selon la methode de la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique 
par des enzymes de restriction. 

L'ADN plasmidique du plasmide pBIOC503 a ete introduit 
par transformation directe dans la souche LBA4404 6'Agrobactenum 
tumefaciens selon le procede de Holsters et al. (1978). 
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EXEMPLE 2 

Construction d'un plasmide binaire associant la sterilite 
male conferee par le gene codant pour la barnase, la production de 
la lipase gastrique de chien, la selection sur kanamycine et la 
selection sur basta, utilisable en trangenese du colza. 

a) Construction du plasmide pBIOC504 portant le gene 
conferant la sterilite male. 

Le gene chimerique correspondent a "promoteur A9 - 
barnase - T35S" contenu dans pWP173 (Paul et al., 1992) a ete utilise. 
Le fragment Kpnl - EcoRV portant ce gene chimerique a ete insere aux 
sites Kpnl et Smal du plasmide pBluescript KS+ commercialise par 
Strategene. A partir du plasmide obtenu, le fragment Kpnl - Sstl portant le 
gene chimerique decrit ci-dessus a ete introduit aux sites Kpnl et Sstl de 
pGA492. Le vecteur obtenu est appele pBIOC504. UADN plasmidique 
des clones obtenus, selectionnes sur milieu contenant 50 (jg/ml 
d'ampicilline, a ete extrait selon la methode de la lyse alcaline et analyse 
par digestion enzymatique par des enzymes de restriction. 

b) Construction du plasmide pBIOC501 portant le gene 
conferant la resistance au Basta. 

Le vecteur a ete construit comme decrit dans i'exemple 1 b). 
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^ rongtmction h „ plasmide DRIOC502 portant le gene 
r.odant pour »a lipase ga^ trigue de chien. 

Le vecteur pBIOC502 a ete construit comme decrit dans 

I'exemple 1 c). 

dl Construction du vecteur pBIOC505. 

A partir de pBIOC502, un fragment Kpnl portant les 
cassettes depression, "PCRU-PSLGL-LGC-T35S" et "P35S - pat - 
TNOS", a ete isole et ligue au site Kpnl de pBIOC504. Le plasmide 
resultant est appele pBIOC505. L'ADN plasmidique des clones obtenus, 
selectionnes sur milieu contenant 50 ug/ml d'ampicilline, a ete extrait 
selon la methode de la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique 
par des enzymes de restriction. 

L'ADN plasmidique du plasmide pBIOC505 a ete introduit 
par transformation directe dans la souche LBA4404 6'Agrobacterium 
tumefaciens selon le procede de Holsters et al. (1978). 



EXEMPLE 3 

Obtention de plants de colza transgeniques 

Les graines de colza de printemps (Brassica napus cv 
WESTAR ou lignees Limagrain) sont desinfectees pendant 40 minutes 
dans une solution de Domestos a 15 %. Apres quatre rincages a I'eau 
sterile, les graines sont mises a germer, a raison de 20 graines par pot de 
7 cm de diametre et 10 cm de haut, sur du milieu mineral de Murashige et 
Skoog (Sigma M 5519) avec 30 g/l de saccharose et solidifie avec du gel 
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Agar a 5 g/l. Ces pots sont places clans une chambre de culture a 26°C 
avec une photoperiode de 16H/8H et sous une intensite lumineuse de 
I'ordre de 80 |jE. nrr 2 . S- 1 . 

Apres cinq jours de germination, les cotyledons sont 
preleves sterilement en coupant chaque petiole environ 1 mm au-dessus 
du noeud cotyledonaire. 

Parallelement, une preculture d'Agrobacterium tumefaciens 
souche LBA4404, contenant les plasmides binaires, est realisee en 
Erlenmeyer de 50 ml, pendant 36 heures a 28°C dans 10 ml de milieu 
bacterien 2YT (Sambrook et al. f 1989) complements avec les 
antibiotiques utiles a la selection de la souche utilisee. 

Cette preculture sert a ensemencer a 1 % une nouvelle 
culture bacterienne effectuee dans les memes conditions. Au bout de 14 
heures, la culture est centrifugee 15 minutes a 3 000 g et les bacteries 
sont reprises dans un volume equivalent de milieu de germination liquide. 
Cette suspension est distribute dans des boltes de Petri de 5 cm de 
diametre a raison de 5 ml/bolte. 

L'extremite sectionnee du petiole est immergee quelques 
secondes dans la solution d'agrobacteries ainsi preparees, puis le petiole 
est enfonce de quelques millimetres dans le milieu de regeneration. Ce 
milieu a la meme composition de base que le milieu de germination avec 
en plus 4 mg/l de benzyl-amino-purine (BAP), phytohormone favorisant la 
neoformation de bourgeons. Dix explants (cotyledon avec petiole) sont 
mis en culture par boite de Petri de 9 cm de diametre (Greiner reference 
664102). 

Apres deux jours de coculture dans les memes conditions 
environnementales que les germinations, les explants sont repiques dans 
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des bones phytatray (Sigma, reference P1552) contenant le milieu 
precedent complement avec un agent selectif : 45 mg/l de sulfate de 
kanamycine (Sigma, reference K 4000) et un bacteriostatique : melange 
de 1/6 en poids de sel de potassium d'acide clavulanique et de 5/6 sel de 
sodium d'amoxicilline (Augmentin® injectable) a raison de 600 mg/l. 

Deuxfois de suite, a trois semaines d'intervalle, les explants 
sont repiques sterilement sur du milieu neuf dans les memes conditions. 

Les bourgeons verts apparus a la fin du deuxieme ou du 
troisieme repiquage sont separes de I'explant et mis en culture 
individuellement dans des pots transparents de 5 cm de diametre et de 10 
cm de haut contenant un milieu identique au precedent mais depourvu de 
BAP. Apres trois semaines de culture, la tige du bourgeon transforme est 
sectionnee et le bourgeon est repique dans un pot de milieu frais. Au bout 
de trois a quatre semaines, les racines sont assez developpees pour 
permettre facclimatation de la plantule dans un phytotron. Les bourgeons 
qui ne sont pas verts ou enracines sont elimines. Ces plantules sont alors 
transplants dans des godets de 7 cm de cote remplis de terreau (norme 
NF U44551 : 40 % de tourbe brune, 30 % de bruyere tamisee et 30 % de 
sable) sature en eau. Apres deux semaines d'acclimatation en phytotron 
(temperature : 21°C ; photoperiode :16H/8H et 84 % d'humidite relative), 
les plantules sont rempotees dans des pots de 12 cm de diametre remplis 
du meme terreau enrichi en engrais retard (Osmocote, a raison de 4 g/l 
de terreau) puis transportees en serre (classe S2) regulee a 18°C avec 
deux arrosages quotidiens de deux minutes a I'eau. 

Des I'apparition de fleurs, celles-ci sont ensachees (Crispac, 
reference SM 570y 300 mm*700 mm) de fa?on a empecher la fecondation 
croisee. 
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Lorsque les siliques sont arrivees a maturite, elles sont 
recoltees, sechees puis battues. Les graines obtenues servent au dosage 
de I'activite biochimique du gene d'interet. 

La selection de la descendance transgenique se fait par 
germination sur un milieu contenant du sulfate de kanamycine a raison de 
100 a 150 mg/l (selon les genotypes). Les conditions operatoires sont 
identiques a celles decrites ci-dessus, a ceci pres que les germinations 
sont effectuees en tubes de verre avec une seule graine par tube. Seules 
les plantules developpant des racines secondares les trois premieres 
semaines, sont acclimatees en phytotron avant d'etre passes en serre. 



EXEMPLE 4 

Obtention de plantes de tabac transgeniques 

Les plants de tabac utilises pour les experiences de 
transformation (Nicotiana tabacum var. Xanthi NC et PBD6) sont cultives 
in vitro sur le milieu de base de Murashige et Skoog (1962) additionne 
des vitamines de Gamborg et al (1968), Sigma reference M0404), de 
saccharose a 20 g/l et d'agar (Merck) a 8 g/l. Le pH du milieu est ajuste a 
5,8 avec une solution de potasse avant autoclavage a 120°C pendant 20 
minutes. Les plantules de tabac sont repiquees par bouture des entre- 
noeuds tous les 30 jours surce milieu de multiplication MS20. 

Toutes les cultures in vitro sont realisees en enceinte 
climatisee, dans les conditions definies ci-dessous : 

- intensite lumineuse de 30 pE.m^.S* 1 , photoperiode de 16 

heures ; 



26 



- thermoperiode de 26°C le jour, 24°C la nuit. 

La technique de transformation utilisee est derivee de celle 

de Horschetal. (1985). 

Une preculture d'Agrobacterium tumefaciens souche 
LBA4404 contenant les plasmides binaires est realisee durant 48 heures 
a 28°C sous agitation, dans du milieu LB (Sambrook et al, 1989) 
additionne des antibiotiques adequats (kanamycine). La preculture est 
ensuite diluee au 1/50 dans le meme milieu et cultivee dans les memes 
conditions. Apres une nuit, la culture est centrifugee (10 minutes, 3 000 
g), les bacteries sont reprises dans un volume equivalent de milieu MS30 
(30 g/l saccharose) liquide et cette suspension est diluee au 1/10. 

Des explants d'environ 1 cm 2 sont decoupes a partir de 
feuilles de plantules decrites ci-dessus. Us sont ensuite mis en contact de 
la suspension bacterienne pendant une heure, puis seches rapidement 
sur papier filtre et places sur un milieu de coculture (MS30 solide). 

Apres deux jours, les explants sont transferes en boltes de 
Petri sur le milieu de regeneration MS30, contenant un agent selectif, la 
kanamycine (2 000 mg/l), un bacteriostatique, I'Augmentin® (400 mg/l) et 
les hormones necessaires a I'induction de bourgeons (BAP, 1 mg/l et 
ANA, 0,1 mg/l). Un repiquage des explants est effectue sur le meme 
milieu apres deux semaines de culture. Apres deux semaines 
supplementaires, les bourgeons sont repiques en boltes de Petri sur le 
milieu de developpement compose du milieu MS20 additionne de 
kanamycine et d'Augmentin. Apres quinze jours, les bourgeons sont 
repiques de moitie. L'enracinement prend environ 20 jours, au terme 
duquel les plantules peuvent etre donees par bouture d'entre-noeuds ou 
sorties en serre. 
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EXEMPLE 5 

Construction d'une source de transposase. 

On a construit un plasmide binaire portant une source de 
transposase fixee sous le promoteur 35S, puisqu'il s'est avere conduire 
une expression forte et precoce de cette transposase (Finnegan et al., 
1993). 

Pour ce faire, le fragment BamHI-EcoRI de pBI35S Ac 
(construit par Finnegan) a ete clone aux sites BamHI et SnaBI de pBI121 
(j e ff erS on et al., 1987)). Le plasmide resultant nomme pBIOS144 
contient, entre les bordures droite et gauche, le gene de resistance a la 
kanamycine NPTII sous promoteur et terminateur nos. L'element Ac 
delete de sa partie 5* sous le promoteur 35S, constituant ainsi la source 
de transposase fixee, et 1400 paires de bases de la partie 5' du gene 
codant pour la p-glucuronidase d'E. coli (gene GUS note del GUS sur la 
figure 3) suivi du terminateur nos. 

EXEMPLE 6 

Construction de l'element Ds : Kana R -AMS. 

Les etapes successives ayant conduit a la fabrication de ce 
vecteur sont les suivantes : 
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a\ Construction du plasmide PBIOC203 po rtant le gene 
conferant la resistance a la ka namvcine. 

On a insere le fragment BamHI de 1 Kb (correspondant au 
gene NPTII) de pCamVNEO (Fromm et al., 1986) au site BamHI de 
pBIOSI (Perez et al., 1989). Le vecteur pBIOS 1K resultant a ete digere 
par EcoRI. Le fragment EcoRI de BIOS 1K a ete rendu franc par la 
polymerase Klenow, puis clone dans le plasmide AF 3' Ac (Cocherel et al., 
1996) au site EcoRI constituant ainsi pBIOS203. 

b) Construction du plasmide PBIOS208 portant le gene 

AMS. 

Le fragment EcoRI du vecteur pBGS phleo contenant 399 
paires de bases de I'extremite 5" de I'element Ac (Cocherel et al., 1996) a 
ete clone dans pBSsk (Stratagene) au site EcoRI, constituant ainsi 
pBIOS204. 

Le fragment EcoRI - Hindlll (comprenant I'extremite 3' de Ac 
et la cassette NPTII) de pBIOS203 a ete clone dans pBSsk aux sites 
EcoRI - Hindlll constituant ainsi pBIOS205. 

Le fragment Smal de pBIOS204 (comprenant I'extremite 5' 
de Ac) a ete clone dans pBIOS205 au site Smal constituant ainsi 
pBIOS206. 

Le fragment Sphl de DW 80 bin PR-glucanase contenant le 
gene PR-glucanase (PR-Glu) sous promoteur A9 et terminateur CaMV 
(Worall et al., 1992) a ete clone au site EcoRI de pBIOS206. Dans le 
plasmide resultant pBIOS208, le gene A9-PR-glucanase est insere dans 
le sens inverse au gene NPTII. 
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c) Insertion de I'element Ds::Kana R -AMS dans un vecteur 

binaire. v 

Le vecteur pGA 492DL a ete obtenu apres les modifications 
suivantes de pGA 492 (G. An) : 

- deletion du fragment Sacll-Clal correspondant a la cassette 
d'expression du gene chimerique NPTII. Ce nouveau vecteur est appele 
pGa 492D ; 

- remplacement du fragment Bglll-Scal (perte d'une partie du 
gene CAT) de pGA 492D par le polylinker Sacl-Kpnl de pBSIIsk. Ce 
nouveau vecteur s'appelle pGA 492 DL 

Le fragment Hindlll-Spel de pBIOS208 a ete clone aux sites 
Hindlll-Spel de pGA 492 DL pour constituer le plasmide binaire 
pBIOS232. La structure de cet ADN-T est schematisee dans les figures 1 
et 2. 

EXEMPLE 7 

Transformation et selection de la tomate 

a) Transformation de tomate (variete UC82B) par le 
vecteur binaire construit. 

Le vecteur binaire pBIOS232 a ete transfere dans la souche 
d'Agrobacterium LBA 4404, par conjugaison triparentale selon la 
technique decrite par Ditta et aL 

La transformation de la tomate a ete effectuee selon la 
technique modifiee de J. Fillatti : 

Des graines du cultivar UC82B sont sterilisees 15 minutes 
dans 10 % de Domestos, et rincees trois fois dans de I'eau sterile. 
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Elles sont ensuite semees en pot contenant du milieu de 
culture MSSV/2 pendant sept ou huit jours. 

Les cotyledons sont preleves et decoupes transversalement 
en trois parties. Seule la partie centrale est conservee et mise en culture 
a 26°C et a la lumiere, sur milieu KCMS additionne d'Acetosyringone, 
face inferieure contre le milieu. 

Des bacteries de la souche Agrobacterium LBA 4404 sont 
mises en culture une nuit dans du milieu LB supplements avec I'agent 
selectif approprie (tetracycline). Le lendemain, la culture est centrifugee 
et le culot obtenu est repris dans du milieu KCMS liquide. 

Les explants sont trempes 30 minutes environ dans une 
solution d 1 Agrobacterium diluee au 1/20 dans du milieu KCMS additionne 
d'Acetosyringone. lis sont ensuite seches rapidement sur papier filtre. 
Les explants sont ensuite : 

- remis sur le meme milieu KCMS pendant deux jours a 

I'obscurite a 26°C ; 

- laves dans du milieu liquide 2Z additionne d'Augmentin 

(400 mg/l) et seches sur papier filtre ; 

- transferes sur milieu solide 2Z contenant 400 mg/l 
d'Augmentin et 1 00 mg/l de Kanamycine ; 

cultives a la lumiere a 26°C ; et 

- repiques sur du milieu 2Z frais, quinze jours apres. 

Trois semaines apres la coculture,. les premiers bourgeons 
apparaissent. Lorsqu'ils atteignent environ 1 cm, ils sont separes de 
I'explant et repiques sur milieu Dev ou ils s'enracinent en une ou deux 
semaines s'ils sont bien transformes. 
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Quand ils sont bien enracines, ils sont repiques en motte 
Jiffy-7 (par AS Jiffy Products) au phytotron, ou ils s'acclimatent 
rapidement. 

Des que le systeme racinaire est bien developpe en "Jiffy", 
les ptantes sont repiquees en pot de 12 cm de diametre puis en container 
de 30 cm de diametre, et cultivees en serre, sous arrosage automatique 
et solution nutritive (solution diluee a 5 kg/50 I delivree a 1 ,6 %). 

b) Analyse moleculaire des transformants primaires 
contenant I'APN-T de DBIOS144 ou pB!OS232. 

Quand les plantes transformees sont assez developpees en 
serrei des feuilles sont prelevees (environ 5 g) pour en extraire I'ADN 
analyse ensuite par Southern Blot selon les methodes couramment 
utilisees (Sambrook et a!.). 

L'ADN de chaque plante est digere avec I'enzyme Hindi II. 
Apres migration et transfert sur membrane de nitrocellulose, ceux-ci sont 
soumis a des hybridations avec differentes sondes permettant de verifier : 

- le nombre de copies de I'ADN-T inserees, 

- si I'ADN-T a ete insere dans son integralite, 

- la presence ou ('absence d'extrabordures. 

Au terme de ces analyses moleculaires, on selectionne 
uniquement les plantes comportant un ADN-T entier unique sans 
extrabordure. 

Le meme protocole a ete mise en oeuvre pour transformer 
des cellules de tomate avec le plasmide pBIOS144 et selectionner les 
plantes transformees. 
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EXEMPLE 8 

Evaluation de la source de transposase fixee 

Une fois la source de transposase fixee et integree dans les 
plantes, on a verifie qu'elle etait capable d'activer un element "Ds". Pour 
cela, les plantes ayant le plasmide pBIOS144 selectionnees sont croisees 
avec une plante contenant un element Ds testeur dont I'excision restaure 
I'activite du gene Gus ((3-glucuronidase). Ce Ds a ete construit en deux 
etapes: 

- le fragment Bglll-Spel de pBIOS206 correspondant au 
Ds::KanaR a ete insere aux sites BamHI-Xbal de pBI221 (Clontech) pour 

obtenirpBIOS226. 

On a ensuite insere le plasmide pBIOS226 entier au site 

Hindlll dans pGA 492 DL. Le plasmide binaire resultant pBIOS228 

comporte entre les bordures droite et gauche le Ds::Kana R entre le 

promoteur 35S et la partie codante du gene Gus. 

Toute excision de ce Ds:.Kana R se traduira par une 
expression du gene rapporteur Gus. Un test Gus (Jefferson et al.,) est 
realise sur les descendants F1 de ce type de croisement pour evaluer 
I'efficacite des differentes lignees contenant la transposase. Des taches 
bleues ont ete detectees sur des cotyledons et des secteurs sur des 
feuilles de plantes issues de croisement entre une lignee "'transposase" et 
une lignee "Ds testeur". Le nombre de taches et secteurs sur une plante 
atteste de Teffficacite de la source de transposase dans cette plante. 
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EXEMPLE 9 

Generation de lignees de transposase fixee 

Les transformants unicopie et sans extrabordure 
selectionnes et evaiues positivement selon I'exemple precedent ont ete 
soumis a deux cycles sucessifs d'autofecondation. Les lots de graines T2 
ont ete recoltes separement. 

Pour chaque T2, on a evalue la segregation pour la 
resistance a la kanamycine afin de detecter les lots de graines 
homozygotes. Pour chaque lot, une trentaine de graines sont semees en 
terre en serre. Dix-huit jours apres le semis, une solution a 400 mg/l de 
kanamycine est pulverisee sur les plantules pendant trois jours. (Weide et 
al.,). Cinq jours apres, il est aise d'identifier les plantes sensibles a la 
kanamycine. D'apres la segregation des plantes resistantes et sensibles, 
et conformement a la segregation Mendelienne d'un gene dominant, on 
identifie les lots de plantes homozygotes pour le transgene. Ce sont ceux- 
la que Ton garde preferentiellement et qui serviront a croiser les plantes 
contenant I'element Ds::Kana R -AMS. 

EXEMPLE 10 

Croisement des lignees Ds::Kana R -AMS avec des 
lignees "transposase" homozygotes 

Les transformants primaires selectionnes (unicopie sans 
extrabordure) sont evaiues des leur floraison en serre, pour la fertilite par 
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observation microcospique de coupe transversale du tube d'anthere de 
une ou deux fieurs par plante, dans du carmin acetique. A Tissue de cette 
evaluation, seules les plantes males steriles qui ne presented pas de 

pollen sont conservees. 

Les plantes steriles portant le Ds::Kana R - AMS sont 
fecondees avec du pollen de lignees exprimant la transposase d'Ac. Les 
fruits sont recoltes et les graines extraites. 



EXEMPLE 11 

Identification d'evenement d'excision sur les plantes F1 

Les graines issues de croisement entre les plantes portant la 
source de transposase et celles portant le Ds::KanaR -AMS sont semees 
en terreau en serre. Au stade cotyledons, un cotyledon par plantule est 
preleve en vue d'une extraction rapide d'ADN (Lassner et al., 1989) pour 
un test PCR avec les oligonucleotides A9a et A9b (fig. 1). Les conditions 
de PCR utilisees sont les suivantes : 

ADN : 40 ng (ou 10 pi de la microextraction) 

oligo A9a (10 pM/ul) : 3 pi 

oligo A9b (10 pM/pl) : 3 pi 

Tampon x 10 : 10 pi 

Mix dNTP (5 mM) : 4 pi 

Taq Promega : 0,4 pi 

MgCI 2 25 mM : 8 pi 

H 2 0 up qsp 100 pi 

Les reactions sont effectuees dans la machine Perkin 9600. 
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Apres 2 minutes de denaturation a 95°C, on realise 40 
cycles des operations suivantes : 

30"de denaturation a 94°C 
30" d'hybridation a 55°C 
1'30" d'elongation a 72°C 

Le but de ce test est ^identifier rapidement les plantes 
porteuses du gene AMS (bande a 800 paires de bases en PCR) de celle 
qui ne le portent pas (pas de bande en PCR). Les plantes porteuses du 
gene AMS sont rempotees et pendant leur floraison, on surveille 
I'apparition de fruits qui reveleraient un ou des secteurs d'excision 
somatique. [.'observation de fruits sur des plantes F1 revele soit une 
excision sans reinsertion du Ds soit une excision suivie d'une reinsertion 
avec perte d'activite. 

Pour verifier cela, les graines issues de ces fruits sont 
extraites et semees. Une analyse moleculaire par PCR de ces plantes est 
realisee pour verifier qu'elles ne portent plus le Ds::Kana R -AMS, mais 
qu'elles possedent la "cicatrice" de I'ADN-T et/ou le gene d'interet. Pour 
cela, un cotyledon de chaque plantule est preleve pour extraction rapide 
d'ADN. 

Un aliquot de cet ADN est preleve pour etre soumis a deux 
reactions PCR : 

- Tune avec les oligonucleotides EM1 et EMS (fig. 2), 
Les conditions de PCR utilisees sont les suivantes : 
ADN : 40 ng (ou 10 jjI de la microextraction) 
oligo EM1 (10 pM/pl) : 3 pi 
oligo EMS (10 pM/pl) : 3 |jl 
Tampon x 10 : 10 pi 
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Mix dNTP (5 mM) : 4 pi 
Taq Promega : 0,4 pi 
MgCI 2 25 mM : 18 pi 
BSA: 8 pi 
Glycerol : 2,5 pi 
H 2 0 up qsplOO pi 

Les reactions sont effectuees dans la machine Perkin 9600. 
Apres 2 minutes de denaturation a 95°C, on realise 40 
cycles des operations suivantes : 

30"de denaturation a 94°C 
30" d' hybridation a 62°C 
45" d'elongation a 72°C 

Ce test permet de voir si la plantule est porteuse de la 
cicatrice de I'ADN-T et/ou du gene d'interet. Dans le cas ou ('element Ds 
est excise, on attend un fragment de 300 paires de bases environ, pour la 
cicatrice seule, auquel il faut rajouter la taille du gene d'interet ; 

- I'autre avec les oligonucleotides 5'H et Ac12 (fig. 3). 

Les conditions de PCR utilisees sont les suivantes : 

ADN : 40 ng (ou 10 ul de la microextraction) 

oligo 5'H (10 p'M/uf) : 3 ul - - " 

oligo Ac12(10pM/pl) . 3 pi 

Tampon x 10 : 10 pi 

Mix dNTP (5 mM) : 4 pi 

Taq Promega : 0,4 pi 

MgCI 2 25 mM : 18 pi 

BSA x 100 : 8 pi 
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Glycerol : 2,5 pi 
H 2 0 upqsp 100 pi 

Les reactions sont effectuees dans la machine Perkin 9600. 
Apres 2 minutes cle denaturation a 95°C, on realise 40 
cycles des operations suivantes : 

30 M de denaturation a 94°C 
30" d'hybridation a 62°C 
1'30" d'elongation a 72°C 

Ce test permet de verifier I'absence du gene codant pour la 
transposase. S'il n'y a pas de fragment amplifie, la transposase est 
absente. Si elle est presente, on detecte une bande de 1,6 Kb. 

Les plantes issues d'evenements d'excision ne portant plus 
q ue | e gene d'interet sans la resistance a la kanamycine ni I'ADN-T 
portant le gene codant pour la transposase seront positives avec le 
premier jeu d'oligonucleotides (EM1-EM5) et negatives avec le deuxieme 
(5'H-Ac12). 

Une analyse Southern realisee sur ces plantes permet de 
confirmer la presence du gene d'interet et I'absence du gene de 
resistance a la kanamycine. 

EXEMPLE 12 

Construction d'un plasmide binaire pBIOC4-FLP portant 
la recombinase FLP. 

La sequence codant la recombinase FLP de Saccharomyces 
cerevisiae est contenue dans pOG44 commercialise par Stratagene. Le 
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plasmide pOG44 a ete digere par les enzymes Hindi II et Kpnl et le 
fragment Hindlll-Kpnl a ete isole. La ligation a ete realisee avec 100 ng 
du vecteur pBIOS512 dephosphoryle et 50 ng de fragment Hindlll-Kpnl 
portant la sequence codant la recombinase dans un milieu reactionnel de 
10 ul en presence de 1 pi de tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham) et 
de 2,5 U d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 14°C pendant 16 
heures. Les bacteries Escherichia coli DH5a rendues prealablement 
competentes, ont ete transformees. Le plasmide resultant est appele 
pBIOS512-FLP. L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 
milieu contenant 50 ug/ml dampicilline, a ete extrait selon la methode de 
la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. Le fragment portant la sequence codant la recombinase FLP a 
ete isole par digestion enzymatique par Kpnl suivi de Taction de I'enzyme 
T4 DNA Polymerase (New England Biolabs) selon les recommandations 
du fabricant puis de la digestion par Hindlll. Le fragment a ete purifie par 
electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, electroelue, precipite a I'alcool et 
seche. II a ete introduit au site BamHI, traite par I'enzyme Klenow (New 
England Biolabs) selon les recommandations du fabricant, et au site 
Hindlll du plasmide pBIOS512. La sequence nucleotidique de FLP a ete 

T-7™ 

vehfiee par sequencage a I'aide du kit de sequencage T7 
commercialise par Pharmacia selon la methode des didesoxynucleotides 
(Sanger et al., 1977). Le plasmide pBIOS512 derive de pUC et porte la 
cassette depression "promoteur double 35S (PD35S) - terminateur NOS 
(TNOS)" (fragment EcoRI). Le promoteur double 35S provient de pJIT163 

(WO 96 33277). 

A partir de pBIOS512-FLP, le fragment EcoRI portant la 
cassette d'expression "PD35S-FLP-TNOS" a ete isole par digestion 



enzymatique par EcoRI, purifie sur gel d'agarose a 0,8%, electroelue, 
precipite a I'alcool et seche. II a ete introduit au site EcoRI de pBIOC4 
(WO 96 33277) dephosphoryle par I'enzyme phosphatase alcaline 
d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) selons les recommandations du 
fabricant. La ligation a ete realisee avec 100 ng du vecteur dephosphoryle 
et 50 ng de fragments portant la cassette "PD35S-FLP-TNOS" dans un 
milieu reactionnel de 10 pi en presence de 1 pi de tampon T4 DNA ligase 
x 10 (Amersham) et de 2,5 U d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 
14°C pendant 16 heures. Les bacteries Escherichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, ont ete transformees. Le plasmide resultant 
est appele pBIOC4-FLP. L'ADN plasmidique des clones obtenus, 
selectionnes sur milieu contenant 12 pg/ml de tetracycline, a ete extrait 
selon la methode de la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique 
par des enzymes de restriction. L'ADN plasmidique du plasmide binaire 
pBIOC4-FLP a ete introduit par transformation directe dans la souche 
LBA4404 d' Agrobacterium tumefaciens selon le procede de Holsters et 
al. (1978). La validite du clone retenu a ete verifiee par digestion 
enzymatique de I'ADN plasmidique introduit. 

EXEMPLE 13 

Construction d'un plasmide binaire et pBIOC511, portant 
la sterilite male et la selection sur kanamycine entre des sites de 
recombinaison specifique FRT, utilisable en trangenese du tabac. 

Le plasmide binaire pGA492 (An, 1986) a ete delete des 
sequences suivantes : le promoteur constitutif du gene nos codant pour la 
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nopaline synthase (Depicker et al.. 1982), la sequence codante du gene 
nptll codant pour la neomycine phosphotransferase II (Berg et Berg, 
1983) deletee de la region des 8 premiers codons dont le codon intiateur 
methionine ATG et fusionnee a la sequence des 14 premiers codons de la 
sequence codante du gene nos (Depicker et al., 1982), la sequence 
codante du gene nos depourvue de la region des 14 premiers codons, le 
terminateur nos (Depicker et al., 1982). Cette deletion a ete realisee par 
digestion totale Clal, suivie d'une digestion partielle Sacll. Le fragment est 
purifie, puis soumis a Taction de Tenzyme T4 DNA Polymerase (New 
England Biolabs) selon les recommandations du fabricant. La ligation du 
plasmide et la transformation de bacteries Escherichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, sont realisees en suivant les procedes 
usuels (Sambrook et al., 1989). Le plasmide resultant est appele 
pBIOC506. 

Le site ^integration specifique FRT a ete amplifie par PCR a 
partir du plasmide pOG45 commercialise par Strategene. Les deux 
oligodesoxynucleotides utilises comme amorces pour la PCR sont : 
5' CCC CTG CAG TTT TCA AAA GCG CTC TGA AGT TC 3' et 
5' CCA AAG CTT GAA TTC GCC AGG GGG ATC TTG AAG TTC 3'. 

Les fragments correspondants au site FRT, issus de 
('amplification PCR ont ete digeres par Pst'l, soumis a Taction de Venzyme 
T4 DNA Polymerase (New England Biolabs) selon les recommandations 
du fabricant, puis digeres par EcoRI. lis ont ete purifies sur gel d'agarose 
a 2 %, electroelues, precipites a I'alcool, seches et repris dans de I'eau. 
Puis ils ont ete ligues entre le site Sad prealablement soumis a Taction de 
Tenzyme T4 DNA Polymerase et le site EcoRI du plasmide pUC18 
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commercialise par Pharmacia. Le plasmide resultant est appele 
PBIOC507?. 

Un deuxieme site FRT a ete introduit dans le plasmide 
pBIOC507. Ce deuxieme site FRT resulte de I'amplification PCR a I'aide 
des deux oligodesoxynucleotides ; 

5' CCC CTG CAG TTT TCA AAA GCG CTC TGA AGT TC 3' et 
5* AAA GGT ACC GCC AGG GGG ATC TTG AAG TTC 3'. 

Les fragments amplifies ont digeres par Pstl et Kpnl, soumis 
a Taction de I'enzyme T4 DNA Polymerase, et ligues au site Sphl 
prealablement traite par Taction de I'enzyme T4 DNA Polymerase, du 
plasmide pBIOC507. Le plasmide resultant est appele pBIOC508 et 
contient les deux sites FRT orientes dans le meme sens. 

A partir du plasmide pBIOC508, le fragment Hindlll - EcoRI 
portant les deux sites FRT, a ete isole. Ce fragment a ete insere aux sites 
Hindlll et EcoRI du plasmide pBIOC506. Le plasmide resultant est appele 
pBIOC509. 

Pour conferer la sterilite male, le fragment Sphl portant le 
gene chirnerique correspondent a "promoteur A9 - barnase -T35S" 
contenu dans pWP173 (Paul et al., 1992) a ete utilise. Ce fragment Sphl 
a ete traite par Taction de I'enzyme T4 DNA Polymerase et ligue au site 
Pstl traite par Taction de I'enzyme T4 DNA Polymerase du plasmide 
pBIOC509. Le plasmide resultant est appele pBIOC510. 

Enfin, pour permettre la selection sur kanamycine (Fromm et 
al., 1986), le fragment EcoRI traite par Taction de I'enzyme T4 DNA 
Polymerase, correspondant a la cassette d'expression "PNOS - nptll - 
TNOS" isolee a partir d'un plasmide de pBIOSI dans lequel a ete clone 
au site BamHI le fragment BamH1 codant pour le gene nptll, a ete ligue 




au site Kpnl traite par Taction de I'enzyme T4 DNA Polymerase du 
plasmide pBIOC510. Le plasmide resultant est appele pBIOC51 1 . 



43 



MILIEUX DE CULTURE 

LB 

10 g/l Bactotryptone 
5 g/l extrait de levure 
10 g/l NaCI 

pH 7,5 ajuste avec NaOH 
MSSV/2 

2,2 g macro et micro-elements de Murashige et Skoog (ref\ M 6899 
Sigma) 

2 ml/l vitamines de Nitsch 

15 g/l saccharose 

8 g/l Agar-Agar 

pH 5,9 avant autoclavage 

2Z 

4,4 g macro et micro-elements de Murashige et Skoog (ref. M 6899 
Sigma) 

2 ml/l vitamines de Nitsch 

30 g/l saccharose 

2 mg/l Zeatine 

400 mg/l Augmentin 

100 mg/l Kanamycine 

8 g/l Agar-Agar 

pH 5,9 avant autoclavage 
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KCMS 

4,4 g macro et micro-elements de Murashige et Skoog (ref. M 6899 
Sigma) 

0,9 mg/l Thiamine 

200 mg/l potassium dihydrogenophosphate 

30 g/l saccharose 

8 g/l Agar-Agar 

200 pM Acetosyringone 

0,2 mg/l 2-4D 

0,1 mg/l Kinetine 

pH 5,9 avant autoclavage 

DEV 

2,2 g macro et micro-elements de Murashige et Skoog (ref M 6899 
Sigma) 

2 ml/l vitamines de Nitsch 

15 g/l saccharose 

50 mg/l Kanamycine 

400 mg/l Augmentin 

8 g/l Agar-Agar 

pH 5,9 avant autoclavage 
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MS20 

4,4 g/l M0404 (SIGMA) 

20 g/l Saccharose 

8 g/l Agar-Agar (milieu solide) 

pH 5,7 

+ eventuellement hormones vegetales BAP 1 mg/l et ANA 0,1 mg/l 



MS30 

4,4 g/l M0404 (SIGMA) 
30 g/l Saccharose 
8 g/l Agar-Agar (milieu solide) 
pH 5,7 

+ eventuellement hormones vegetales BAP 1 mg/l et ANA 0,1 mg/l 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'une plante male sterile pour eviter la 
dissemination d'un transgene d'interet integre dans le genome de ladite 
plante. 

2. Utilisation selon la revendication 1 dans laquelle ladite 
plante est porteuse d'une sterilite male cytoplasmique. 

3. Utilisation selon la revendication 1 dans laquelle ladite 
plante est porteuse d'une sterilite male nucleaire. 

4. Utilisation d'un gene AMS excisable comme moyen 
permettant le criblage de plantes transformees genetiquement ayant 
integre un transgene d'interet et elimine un fragment d'ADN excisable, 
ledit fragment d'ADN excisable pouvant : 

- soit etre ledit gene AMS lui-meme, 

- soit contenir le gene AMS lie genetiquement a un fragment 
d'APN. indesirable, de telle sorte que ledit gene AMS et ledit fragment 
d'ADN indesirable puissent etre excises simultanement, ledit fragment 
d'ADN indesirable etant de preference un gene marqueur, de preference 
un gene conferant une resistance a un antibiotique. 

5 Utilisation selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee en ce que ladite plante est choisie parmi le 
mai's, colza, le tabac ou la tomate. 



6. Plante transgenique, partie ou extrait de piante 
transgenique, caracterisee en ce que ledit transgene d'interet est lie 
genetiquement a un gene AMS associe a des elements permettant son 
expression dans les cellules vegetales, notamment un promoteur et un 
terminateur de transcription. 

7. Vecteur, notamment plasmide, caracterise en ce qu'il 
contient un transgene d'interet associe a des elements permettant son 
expression dans les cellules vegetales, notamment un promoteur et un 
terminateur de transcription, lie genetiquement a un gene AMS associe a 
des elements permettant son expression dans les cellules vegetales, 
notamment un promoteur et un terminateur de transcription. 

8. Hote cellulaire, notamment bacterie telle que 
Agrobacterium tumefaciens, transforme par un vecteur -selon la 
revendication 7, 

9. Procede d'insertion d'un gene AMS dans une plante 
caracterise en ce qu'il comprend la transformation de cellules vegetales, 
notamment a I'aide d'un hote cellulaire selon la revendication 8, lui-meme 
transforme par un vecteur selon la revendication 7, de maniere a integrer 
dans le genome de ces cellules un gene AMS lie genetiquement a un 
transgene d'interet. 

10. Procede d'elimination d'un fragment d'ADN excisable, 
caracterise en ce qu'il comprend : 
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- soit 

a) ia transformation de cellules vegetales, notamment a 
raide d'un hote cellulaire selon la revendication 8, lui-meme transforme 
par un vecteur selon la revendication 7 comprenant un gene AMS 
excisable, de maniere a integrer dans le genome de ces cellules ledit 
gene AMS, excisable par recombinaison ou transposition ; 

b) la regeneration de plantes transformees a partir des 
cellules vegetales transformees sus-mentionnees ; 

c) la transformation de cellules vegetales de maniere a 
integrer dans le genome de ces cellules un element inducteur de 
transposition ou de recombinaison; 

d) la regeneration de plantes transformees a partir des 
cellules vegetales transformees mentionnees a I'etape c) ; 

e) le croisement des plantes males steriles obtenues a 
I'etape b) avec les lignees exprimant la transposase ou la recombinase 
obtenues a I'etape d), des evenements d'excision se produisant chez les 
plantes F1 . 

- soit 

a') la transformation de cellules vegetales, notamment a 
l'aide d'un hote cellulaire selon la revendication 8, lui-meme transforme 
par un vecteur selon la revendication 7 comprenant un gene AMS 
excisable, de maniere a integrer dans le genome de ces cellules ledit 
gene AMS excisable par recombinaison ou transposition ; 

b') la regeneration de plantes transformees a partir des 
cellules vegetales transformees sus-mentionnees ; 

c') la transformation des cellules vegetales issues des 
plantes transformees sus-mentionnees de maniere a integrer dans le 



